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 AVANT-PROPOS 
Le travail de thèse présenté dans ce manuscrit est multidisciplinaire, il s’inscrit dans plusieurs 
axes majeurs de recherche : la physiologie, la génétique moléculaire et la biologie 
computationnelle. Le projet en partie porté par cette thèse est le fruit d’une collaboration 
entre l’équipe Biologie Intégrative du Grain du GDEC (Génétique, Diversité et Ecophysiologie 
des Céréales, UMR 1095 INRA-UBP) et le LIMOS (Laboratoire d’Informatique, de Modélisation 
et d’Optimisation des Systèmes, UMR 6158 CNRS-UBP). L’essentiel de la thèse a été financé 
par une allocation de recherche du Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche. 
Les trois derniers mois de travaux ont été soutenus financièrement par le département 
Biologie et Amélioration des Plantes de l’INRA. La thèse est officiellement labellisée depuis le 
14 avril 2011 par le pôle de compétitivité Céréales Vallée.  
La démarche avait été initiée au cours de mon stage de Master Recherche en génétique et 
physiologie. Le travail de ce stage avait permis d’adapter une approche d’inférence de 
réseaux de gènes développée au LIMOS à des données d’expression de gènes. La méthode 
avait été appliquée à des données de puces ADN obtenues au laboratoire et avait permis de 
reconstruire partiellement et d’étendre un schéma d’interactions de facteurs de transcription 
établi chez l’orge. Ces résultats exploratoires avaient encouragé le GDEC et le LIMOS à 
proposer un sujet de thèse à l'Ecole Doctorale des Sciences de la Vie de Clermont-Ferrand. Le 
sujet proposé et les travaux initiés visent à explorer les réseaux de régulation et les bases 
moléculaires impliquées dans le contrôle de l'accumulation des protéines de réserve dans le 
grain de blé tendre (Triticum aestivum L.).  
Ce manuscrit est présenté sous la forme d’une première partie très générale présentant les 
principales caractéristiques et l’histoire de la culture du blé, d’une synthèse et d’un recueil de 
quatre des publications en cours de préparation, soumises et/ou publiées au cours de la thèse 
suivis d’une discussion. La première partie permettra aux lecteurs peu familiers avec le blé de 
découvrir son développement et son histoire. La synthèse se compose de trois grandes 
parties, (I) une présentation méthodologique du processus d’annotation fonctionnelle dans 
le contexte des séquences de blé, (II) une présentation méthodologique de l’inférence de 
réseaux dans le cadre de la biologie des systèmes et (III) une synthèse de la physiologie du 
grain dans le contexte des métabolismes de l’azote (N) et du soufre (S). La synthèse fait parfois 
directement mention aux différentes figures de ces publications. Ces figures sont appelées 
par le numéro de la publication auxquelles elles font référence (I, II, III, IV selon leur ordre de 
présentation) et par leur numérotation respective dans chacune des publications (e.g. I-1, I-
 2, II-S1 etc.). Les figures spécifiques à la synthèse sont nommées par une simple 
numérotation. Les transitions entre les articles synthétisent les principaux résultats obtenus 
dans les différentes publications. Un cinquième article de recherche auquel j’ai participé mais 
qui sort néanmoins du cadre de cette thèse est présenté en annexe. 
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Au cours de la seconde moitié du XXème siècle, la production agricole a été plus que doublée 
à l’échelle mondiale, essentiellement en raison de l’augmentation des rendements des 
grandes cultures comme le riz (Oryza sativa L.), le maïs (Zea mays L.) et le blé (Triticum 
aestivum L.) dans les pays industrialisés (Aceituno et al., 2008). En France plus précisément, 
et sur cette même période, les rendements moyens observés sur les cultures de blé sont 
passés de 2 tonnes par hectare à plus de 7 tonnes par hectare (Brancourt-Hulmel et al., 2003) 
Les trois espèces de blé les plus cultivées sont le blé tendre (T. aestivum L.), le blé dur (T. 
turgidum L. ssp. Durum) et l’engrain (T. monococcum L.). Le rendement en grains est depuis 
longtemps le principal caractère de sélection  visé par les programmes d’amélioration 
variétale. On considère aujourd’hui que le progrès génétique d’une part, la mécanisation, les 
engrais et les traitements phytosanitaires d’autre part sont responsables chacun pour moitié 
dans l’augmentation des rendements observée depuis plus d’un demi-siècle. Au cours de 
cette période, le doublement de la production alimentaire mondiale s’est accompagné d’une 
importante augmentation de la nutrition azotée (Cassman et al., 2003; Hirel et al., 2011). 
Cependant, la surutilisation de fertilisants azotés provoque un déséquilibre environnemental 
qui est néfaste pour la santé des écosystèmes (Hirel et al., 2007). D’une part, cette 
fertilisation, peut entrainer des émissions gazeuses d’ammoniac et de gaz azotés qui ont des 
impacts très important sur la santé de par leurs effets polluants, irritants voire toxiques. Le 
protoxyde d’azote (N2O) par exemple est un gaz à effet de serre au pouvoir radiatif 310 fois 
plus élevé que celui du CO2. En outre, le surplus de fertilisants azotés qui n’est pas fixé par les 
cultures ou par les micro-organismes des sols peut être lessivé, entrainant ainsi une 
eutrophisation des systèmes aquatiques environnants (Giles, 2005; Michael Beman et al., 
2005). 
Ainsi, face aux changements climatiques et en interaction avec les nouvelles contraintes 
agricoles, notamment la limitation des intrants, un phénomène de stagnation des 
rendements est actuellement observé (Graybosch & Peterson, 2010; Brisson et al., 2010) 
L’application avec discernement et parcimonie d’engrais minéraux est un enjeu majeur dans 
les systèmes de culture modernes, notamment à l’échelle des états parfois soumis à des 
politiques agricoles strictes quant à la quantité d’engrais pouvant être apportée à un sol.  
Plus récemment, l’amélioration variétale a également eu pour objectif d’optimiser la valeur 
boulangère des grains, étroitement liée à la teneur en protéines. Bien qu’impactée par la 
variabilité génétique, et différents facteurs environnementaux, la relation entre le rendement 
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en grain et la teneur en protéines du blé demeure immuablement négative et profite à des 
composés issus du métabolisme du carbone (C), amidon ou huile (Triboi et Triboi blondel, 
2002). Cette corrélation négative entre les quantités d’N et de C des grains repose sur un 
déterminisme d’ordre génétique (Oury & Godin, 2007; Bogard et al., 2011). Malgré cet 
antagonisme depuis longtemps connu des scientifiques, le processus d’optimisation des 
rendements s’est effectué au détriment de la teneur protéique du grain de blé, indicateur 
majeur de sa qualité nutritionnelle et technologique.  
Les échanges commerciaux de blé se pratiquent aujourd’hui à l’échelle mondiale, obligeant 
les producteurs à maintenir des critères de qualité et de rendement stricts en dépit des 
nouvelles contraintes. La diversité des utilisations du grain découle des propriétés 
rhéologiques uniques des protéines de réserve (PR) du grain qui mélangées à l’eau forme un 
réseau viscoélastique : le gluten. Ce sont les propriétés de ce réseau qui sont exploitées dans 
la plupart des utilisations industrielles du gluten. Les propriétés technologiques du gluten sont 
déterminées d’une part par le type des PR (caractéristique des variétés ; Branlard et al., 2001) 
leur composition et leur état d’agrégation (déterminés principalement par les conditions 
agro-climatiques), d’autre part. Le maintien d’une valeur d’utilisation optimale du grain de 
blé sans impacter le rendement en grains constitue ainsi un enjeu essentiel à l’échelle 
mondiale, notamment en France qui en est le 5ème producteur mondial et 1er producteur 
européen. Le progrès génétique que peut apporter la sélection variétale se place donc comme 
un levier majeur pour les scientifiques. Il s’agit d’identifier les bases moléculaires sous-
jacentes à la mise en place de la teneur en PR du grain, et ce dans un contexte de limitation 
des intrants. L’effet de différents facteurs environnementaux tels que l’N, le S ou la 
température et l’eau sur la qualité des grains matures est plutôt bien caractérisé, de même 
que pour les interactions génotype x environnement (Graybosch et al., 1996). Néanmoins les 
bases moléculaires et physiologiques sous-jacentes à la synthèse des PR restent encore 
largement inconnues.  
Afin de comprendre le comportement d’unités biologiques, il est profitable de conceptualiser 
celles-ci comme des systèmes régis par des interactions entre éléments biologiques. Dans 
cette optique, il est nécessaire (1) d’identifier les éléments impliqués dans le comportement 
du système et (2) de comprendre le sens des interactions qui les lient. La finalité d’une 
approche systémique en biologie est donc de synthétiser le comportement du système 
biologique étudié et des interactions qui le composent. Les méthodes statistiques et 
computationnelles utilisées dans le cadre d’une approche de « biologie des systèmes » 
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permettent d’élucider la structure des réseaux de régulations moléculaires sous-jacents aux 
processus biologiques étudiés.  
Dans ce contexte, la thèse avait pour objectif d’étendre une approche d’inférence de réseaux 
basée sur la découverte de règles développée en 2007 (Agier et al.) dans l’optique de fournir 
un outil fini permettant d’inférer des réseaux de régulations à partir de données multi-
échelles. L’extension de l’approche permet en outre, de diversifier les sémantiques des règles, 
et ainsi, d’étendre leur recherche à de nouvelles significations biologiques. La finalité 
consistait à déterminer les acteurs potentiels et les interactions moléculaires impliquées dans 
la synthèse des PR dans le grain de blé tendre. Une stratégie d’étude combinant des jeux de 
données transcriptomiques, protéomiques, et métabolomiques a été mise en place afin 
d’explorer les réseaux impliqués, à différents niveaux, dans la régulation de la synthèse des 
PR et d’observer le comportement du système en fonction des approvisionnements en N et 
en S. Le travail de thèse est appliqué au blé tendre (Triticum aestivum L.) et s’appuie sur des 
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Le blé est la 3ème culture mondiale de par l'importance de sa récolte (695 Millions de tonnes 
en 2012), et avec le riz et le maïs, la céréale la plus consommée par l'homme (Organisation 
des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture). Les plus grands pays producteurs de 
blé sont dans l’ordre la Chine, l’Inde, les Etats-Unis, la Russie et la France. La France en est 
donc le 1er producteur de l’Union Européenne. Actuellement environ 50% de la production 
française de blé est destinée à l’exportation, il joue donc un rôle majeur dans l’équilibre de 
notre balance commerciale. Plus de 90% de la production de blé dans le monde est destinée 
à l’alimentation, humaine et animale. On observe des variations importantes en matière de 
rendement (quintaux de blé produits par hectare de culture) entre les pays, traduisant des 
contraintes climatiques et des stratégies de culture agricole très différentes. L’Europe prône 
une agriculture intensive du fait d’une surface de culture réduite. Cette culture est synonyme 
de hauts rendements tandis qu’aux Etats-Unis par exemple, la culture du blé est dite 
extensive et produit des rendements bien plus faibles. Les échanges commerciaux de blé se 
pratiquent à l’échelle mondiale et l’importance de certains pays parfois soumis à des 
intempéries ou des changements de politique d’échange se traduit par une volatilité 
importante du prix d’échange. En 2010 par exemple, année de sécheresse en Russie (4ème 
pays exportateur) et en Ukraine (7ème pays exportateur), la spéculation sur la récolte annuelle 
a entrainé une augmentation des prix de l’ordre de 70%. 
DEVELOPPEMENT D’UNE PLANTE DE BLE 
La croissance du blé est généralement décrite par les systèmes de Zadoks (Zadoks et al., 1974 ; 
Figure 1) ou de Feekes (Large, 1954 ; non présenté). Les deux systèmes sont utilisés dans des 
contextes différents, parfois conjointement ; l’échelle de Zadoks possède une résolution 
supérieure pouvant être avantageuse pour les scientifiques. Le développement et l’extension 
du blé (tallage, élongation de la tige, épiaison) s’accompagnent d’une augmentation de sa 
masse qui se prolonge même après la fin de l’extension de la plante. Une fois la taille finale 
de la plante acquise, les constituants qui la composent sont en équilibre entre import et 
export de la plante. C’est à ce moment que la plante peut remobiliser des constituants des 
organes plus anciens vers les entités végétatives en croissance. Cette étape appelée 
senescence aboutit à la mort des tissus. A maturité, la sénescence foliaire et la remobilisation 
de constituants vers les grains aboutissent à la mort quasi-complète des structures 
végétatives au moment de la récolte. 
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STRUCTURE D’UNE PLANTE DE BLE A FLORAISON 
Morphologiquement, une plante de blé à floraison est l’aboutissement de tous les processus 
de développement et de croissance qui surviennent lors de son cycle de vie. Toutes les 
structures telles que les feuilles, les talles et les épis ont atteint leur taille maximale. La plante 
de blé à floraison est constituée d’un ensemble de brins (aussi appelés talles) comportant 
chacun une tige feuillée (partie végétative), un épi qui dérive de la tige (partie reproductrice) 
et un système racinaire. Les brins sont tous issus de la ramification du brin maître, déjà 
présent dans la graine à l’état embryonnaire.  
Le système racinaire du blé est de type fasciculé, avec quelques racines primaires d’égale 
importance et des racines secondaires qui en dérivent. La structure végétative de la plante 
est constituée d’une succession d’unités morphologiques similaires, les phytomères (Figure 
2A), dont le nombre peut varier assez largement, de 6 à 16 le plus communément. Chaque 
phytomère est composé d’un nœud, d’un entre-nœud et d’une feuille (elle-même composée 
d’une gaine et d’un limbe séparées par la ligule ; Figure 2B). Chaque tige  est surmontée à 
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floraison par le pédoncule de l’épi et l’épi qui apparaissent lorsque le développement de la 
tige est terminé. Les phytomères situés à la base de la plante sont assez courts et les nœuds 
sont très difficiles à distinguer. Les entre-nœuds de la tige sont pour la quasi-totalité 
entièrement entourés de gaines foliaires, seul l’entre nœud le plus proche de l’épi est 
partiellement visible. Des racines dites nodales se développent à partir des nœuds de la base 
de la plante, elles ne se développent pas à partir des autres nœuds plus aériens puisque leur 
croissance est photo-inhibée. Les entre-nœuds sont plus allongés à mesure que l’on 
s’approche de l’épi.  
 
Figure 2 - Représentation d’une talle de blé après la floraison. Une talle est constituée d’un 
assemblage d’unités morphologiques similaires, les phytomères, surmontés du pédoncule de l’épi et 
de l’épi (A). Chaque phytomère est potentiellement constitué, du bas vers le haut, d’un nœud portant 
un bourgeon axillaire et des racines nodales, d’un entre-nœud, d’une gaine foliaire et d’un limbe 
foliaire (B). Les phytomères inférieurs n’ont pas d’entre-nœuds allongés et les nœuds exposés à la 
lumière ne portent pas de racines. D’après Moore & Moser (1995). 
L’épi (Figure 3A) est l’inflorescence du blé, il est composé d’une succession d’épillets attachés 
à un rachis commun et séparés par des entre-nœuds. Chaque épillet (Figure 3B) est constitué 
de deux glumes qui renferment plusieurs fleurs sans pétales, chacune constituée de deux 
glumelles renfermant un grain après fécondation (généralement 3 ou 4 par épillet). Le grain 
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de blé (aussi appelé caryopse) est à la fois un fruit sec et une graine, sa face dorsale par 
rapport à l’épillet est arrondie tandis que le côté ventral comporte un sillon profond. Il est 
constitué du germe (2 à 3% du poids du grain) situé à la base du grain, au niveau de sa fixation 
sur l’épillet et des enveloppes (13 à 16% du poids du grain) qui renferment l’amende farineuse 
ou albumen (tissu de réserve triploïde ; 82 à 84% du poids du grain). 
  
LES PHASES CLES DU DEVELOPPEMENT DU GRAIN DE BLE 
Le développement du grain de blé débute avec la formation de l’ovaire qui, après 
fécondation, va constituer les tissus externes (téguments) du grain d’origine maternelle. La 
double fécondation de l’ovule et de la cellule centrale donnent naissance respectivement à 
l’embryon et à l’albumen. Il s’en suit une phase dite syncitale (de 0 à 100 degré-jour1 après 
floraison [°Cj], environ 0 à 5 jours après floraison [JAF] ; Figure 4) caractérisée par la 
multiplication rapide des noyaux de l’albumen. Cette étape est suivie par une phase de 
cellularisation de l’albumen (80-250°Cj, 5-14 JAF), caractérisée par une accumulation rapide 
d’eau. Au cours de ces deux premières phases le grain acquiert sa longueur finale. La 
troisième phase de développement du grain (250-750°Cj, 15-40 JAF) est caractérisée par 
                                                     
1 La vitesse de développement des plantes dépend essentiellement de la température et est donc souvent 
exprimée en temps thermique (degré-jour, °Cj) calculé comme la somme des températures efficaces pour la 
croissance à partir d’une date de référence. La température efficace pour la croissance est égale à la 
température journalière moyenne moins la température de base (i.e. température à laquelle la croissance est 
égale à 0). La température de base pour le blé est de 0°C. 
 
Figure 3 – Schéma de la structure d’un épi et d’un épillet de blé. (A) Epi de blé composé d’un rachis 
central surmonté de plusieurs épillets séparés par des entre-nœuds. (B) Epillet composé de deux glumes 
renfermant les fleurs, glumelles et grains. 
A B 
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l’accumulation rapide de réserves carbonées (amidon) et azotées (PR). La dernière phase de 
développement (750-950°Cj, 40-50 JAF) correspond à l’acquisition de l’aptitude à la 
déshydratation du grain et à sa maturation. 
 ASPECTS PALEOGENOMIQUES 
Le blé est une plante herbacée, monocotylédone du groupe des Triticeae. Le groupe des 
Triticeae est composé de cinq genres : Aegilops, Elymus, Hordeum, Secale and Triticum. Le blé 
est un terme générique qui regroupe plusieurs espèces du genre Triticum présentant une 
diversité morphologique et agro-écologique très importante. Le nombre de chromosomes 
chez les espèces du genre Triticum est x=7. Les espèces sauvages sont diploïdes (2n = 2x = 14) 
ou tétraploïdes (2n = 4x = 28). Enfin le blé tendre que l’on cultive massivement aujourd’hui 
est hexaploïde (2n = 6x = 42 ; Zohary & Hopf, 1993).  
Les premières formes de blé cultivées étaient dipoïdes (Triticum monoccocum, constitution 
génomique AA) ou tetraploïdes (Triticum dicoccum, constitution génomique AABB). Les 
  
Figure 4 – Variations des masses (traits pleins) de matière fraîche (vert), matière sèche (noir) d’eau 
(bleu) et protéines (rouge) et teneurs (lignes pointillées) en eau (bleu) et protéines (rouge) du 
grain de blé. MS : La matière sèche est ce que l’on obtient quand on retire l’eau du grain. 
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analyses paléogénomiques permettent de retracer l’origine géographique de ces blés en 
Turquie (Heun et al., 1997; Nesbitt & Samuel, 1998). Il apparaît que la polyploïdisation a joué 
un rôle essentiel dans l’évolution de la famille des Poacées (Salse et al., 2008). Bien qu’il soit 
difficile de dater très précisément l’origine des évènements de polyploïdisation ainsi que les 
espèces impliquées, un consensus semble dégager une espèce étroitement liée à Triticum 
urartu (constitution génomique SS) et une seconde espèce fortement similaire à Aegilops 
Speltoides (constitution génomique BB) impliquées dans un premier événement de 
polyploïdisation naturelle remontant à près d’un demi-million d’années. Les blés dur (Triticum 
turgidum ssp durum) et amidonnier (Triticum dicoccum) semblent être des descendants de 
cette espèce tétraploïde fertile (Feldman, 2000). Les blés hexaploïdes tels que le blé tendre 
ou l’épeautre sont apparus il y a environ 10 000 ans lorsqu’une variété de blé tétraploïde 
domestiquée fut croisée avec Triticum tauschii (constitution génomique DD). La diversité des 
utilisations du blé tendre et son adaptabilité sont étonnantes malgré sa domestication 
récente et les événements de spéciation. Ces évènements défavorables à la diversité sont 
compensés chez le blé tendre par des évènements fréquents de translocation et de délétion 
de gènes qui génèrent de la diversité à une vitesse relativement élevée (Dubcovsky & Dvorak, 
2007b). Le blé tendre tel qu’on le connaît aujourd’hui est caractérisé par la taille importante 
de son génome (17 000 Mb2, soit environ 40 fois le génome du riz, organisme 
monocotylédone de référence). Plusieurs évènements successifs d’hybridation 
interspécifique sont à l’origine de la formation de son génome allohexaploïde. Ainsi chaque 
gène est en général présent en trois copies portées par chacun de ses trois génomes AA, BB 
et DD.  
L’ancêtre du blé actuel était donc probablement difficile à cultiver, compliqué à récolter et 
tout aussi délicat à consommer. Néanmoins, la pression de la domestication, initiée il y a plus 
de 10 000 ans a permis de fixer des caractères avantageux notamment concernant la taille du 
grain, la facilité de battage et le maintien du grain sur l’épi et de l’épi sur la plante (Dubcovsky 
& Dvorak, 2007a). Des études récentes mettent en évidence l’importance de la plasticité du 
génome et de la ploïdie dans le succès de sa domestication jusqu’à la culture à grande échelle 
des variétés de blé modernes (Kareiva et al., 2007).  
                                                     
2 Millions de bases 
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DOMESTICATION DU BLE  
La domestication du blé prend ses origines dans la zone géographique dite du croissant fertile 
située en Asie de l’Ouest (Smith, 1995). La domestication du blé fut avec celle de l’orge, un 
élément fondateur de la « révolution néolithique » voyant l’émergence des premiers 
fermiers. Cette période charnière de l’histoire vit une évolution drastique des coutumes 
alimentaires et bien que les blés de ce temps n’aient pas eu les propriétés de rendement et 
de qualité des blés modernes, une économie de production fondée notamment sur 
l’agriculture se mit en place progressivement. L’apparition de différents outils comme la 
faucille ou la meule en pierre permirent d’accélérer et d’étendre géographiquement 
l’adoption de cette économie de production. Cette période de domestication des céréales 
semble d’ailleurs coïncider avec la sédentarisation des sociétés alors nomades dans cette 
même zone géographique (Diamond, 2002). Les blés ont subi une première forme de 
sélection, naturelle, ainsi seuls les blés ayant résisté aux intempéries majeures ont pu 
prospérer. Une seconde forme de sélection a été appliquée. Les blés étaient essentiellement 
des variétés sélectionnées pour leurs caractéristiques avantageuses en condition de culture, 
les épis restant intacts au moment de la moisson, les grains étant plus gros ou les épillets 
étant plus solidaires de la tige lors de la croissance. Les fermiers de l’époque pratiquaient 
donc, bien qu’inconsciemment et de manière non scientifique, une premier forme de 
sélection variétale des blés, c’est ainsi qu’ont été stabilisés les premiers gènes dits de 
domestication. Cette domestication constitue la seconde grande phase de l’histoire de la 
culture des blés. La fixation ancienne d’allèles avantageux pour des gènes tels que Tg3, Q4 et 
Br5 illustre parfaitement ce processus de sélection (Zohary & Hopf, 1988a). Tg est impliqué 
dans la ténacité des glumes. Ce sont des expansions foliaires dures et indigestes, ainsi 
lorsqu’elles adhèrent moins au grain, celui-ci se dénude plus aisément lors de la récolte, 
permettant de faire l’impasse sur une étape de décorticage. Le gène q quant à lui participe à 
l’apparition du caractère de non déhiscence de l’épillet, c’est à dire qu’un blé porteur d’un 
allèle Q que l’on considère avantageux aura un épi plus compact et non cassant. Ce caractère 
confère au blé une résistance de l’épi lors du battage. Enfin, de façon similaire au gène q un 
allèle avantageux pour le gène Br rend l’épi plus solide (Dubcovsky & Dvorak, 2007a). 
                                                     
3 Tg : Tenacious glumes signifiant glumes adhérentes 
4 Q gene : free threshing signifiant grain libre au battage 
5 Br : Brittle rachis signifiant rachis cassant 
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Le processus de substitution des blés sauvages par les formes domestiquées s’est étalé sur 
environ un millénaire (Fuller, 2007). Le blé tendre n’a existé que sous une forme cultivée 
puisqu’il est le résultat de plusieurs évènements successifs de polyploïdisation. L’expansion 
de l’agriculture qui constitue la troisième phase de l’histoire de la culture des blés a ensuite 
suivi un axe est-ouest plus rapidement que nord-sud, les zones géographiques situées aux 
mêmes latitudes partageant des caractéristiques agro-climatiques identiques. Les échanges 
commerciaux vers l’Europe et l’Asie de l’Est permirent de propager la culture des blés 
(Balfourier et al., 2007). Entre 7000 et 2000 avant JC elle fut adoptée de la France jusqu’à la 
Chine. Au cours de l’ère moderne, de nombreuses avancées technologiques et industrielles 
ont permis d’améliorer la récolte et la conservation des blés.  
UTILISATION DES BLES 
Les trois espèces de blé les plus cultivées sont le blé tendre (T. aestivum L.), le blé dur (T. 
turgidum L. subsp. Durum) et l’engrain (T. monococum). Le blé tendre, adapté à la culture en 
zones tempérées représente environ 95% de la production mondiale de blé, il est utilisé en 
l’état pour l’alimentation animal ou pour produire de la farine panifiable intervenant dans la 
confection du pain. Le blé dur quant à lui est plus adapté aux conditions agro-climatiques 
méditerranéennes et prend une part moins importante dans cette production, il est utilisé 
principalement dans la production de pâtes alimentaires ou de semoules. L’engrain enfin, est 
plus marginalement cultivé pour sa valeur nutritive supérieure sur certains aspects. 
L’importance de la production mondiale de blé tendre s’explique par sa grande plasticité 
génomique et phénotypique qui permet de le cultiver dans la plupart des régions agricoles 
mondiales, et par son fort potentiel de rendement (Shewry, 2009). Cette importance 
s’explique également par la multiplicité de ses utilisations alimentaires et industrielles  
La tige des céréales, coupée lors de la moisson (paille) sert principalement de litière, à la base 
de la formation du fumier pour les animaux d’élevage. Le fumier peut également être utilisé 
dans la branche agricole comme fertilisant biologique ou dans l’alimentation animale en cas 
de pénurie de foin, on parle alors de blé fourrager. D’autres utilisations plus marginales 
existent e.g. combustible, matériaux de construction ou isolant thermique. Néanmoins, 
l’intérêt agronomique majeur du blé provient de son grain. La farine de blé, résultat de la 
mouture du grain est principalement constituée d’amidon (65–70%), d’eau (12–18%) et de 
protéines (8–15%). En outre, les polysaccharides non amylacés (2–3%), en particulier les 
arabinoxylanes et les lipides sont des constituants importants pour la qualité de la farine 
(Goesaert et al., 2005). L’amidon du grain est un polysaccharide, composé de plusieurs 
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molécules de glucose. Il est utilisé essentiellement dans le domaine de l’agroalimentaire, à 
savoir l’industrie des boissons, des confiseries ou de la boulangerie. L’amidon est plus 
marginalement utilisé dans des domaines aussi variés que l’encapsulation de produits 
pharmaceutiques, la fabrication de cosmétiques, la papèterie, les biocarburants, les matières 
plastiques biodégradables… Les protéines du grain quant à elles, ont une importance 
primordiale, elles constituent la principale source de protéines dans l’alimentation humaine, 
on estime par ailleurs à plus de 20% la part représentée par le blé dans la consommation 
mondiale de calories (Zohary & Hopf, 1988b).  
AMELIORATION MODERNE DES VARIETES ET DES TECHNIQUES DE CULTURE 
Parmi les avancées les plus importantes du XXème siècle, les travaux de Norman Borlaug à 
l’origine de la « révolution verte » dans les années 1960-1970 ont eu un impact majeur en 
matière d’amélioration variétale. Ce sont ses travaux qui ont permis l’apparition de blés semi-
nains, à haut rendement, insensibles à des maladies telles que la rouille du blé. Les premiers 
blés semi-nains ont été obtenus par croisement d’une variété américaine (Brevor 14) 
caractérisée par un haut rendement et une résistance à la maladie, avec une variété de blé 
naine japonaise (Norin 10). L’avantage du nanisme chez le blé s’explique par une propension 
moindre de la plante à plier ou se briser sous les contraintes physiques et par une allocation 
supérieure des différentes ressources au développement de la graine plutôt qu’à l’élongation 
de la tige. Il a ainsi permis de lutter contre la famine dans certaines régions du monde en 
étant à l’origine de variétés mieux adaptées à certaines contraintes agro-climatiques. Grâce 
et à cause de l’amélioration variétale qui s’applique toujours, les blés modernes présentent 
des caractères spécifiques au « syndrome de l’espèce cultivée ». L’évolution des engrais, 
d’abord organiques puis synthétisés a également permis d’augmenter considérablement les 
rendements des cultures agricoles mais les pays développés s’orientent désormais vers une 
limitation des intrants.  
LA QUALITE DANS UN CONTEXTE DE DIMINUTION DES INTRANTS 
L’homme s’intéresse à la nutrition des plantes depuis longtemps, Aristote au IVème siècle 
avant JC suggérait déjà qu’elles se nourrissaient de matières organiques qu’elles puisaient 
dans le sol. Au XVIIIème siècle, une hypothèse plus précise est émise par Hassenfratz et Thaer, 
la « théorie de l’humus » selon laquelle les substances organiques nécessaires à la croissance 
d’une plante seraient extraites par cette dernière depuis le sol. Cette hypothèse est rejetée 
en 1840 par les travaux de Von Liebig qui établit le caractère purement minéral de 
l’alimentation des plantes. Plusieurs travaux, entre 1840 et 1870 permettent de mettre en 
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évidence l’absorption d’N notamment, par les plantes au niveau des racines. L’N est un 
élément indispensable à la croissance des plantes de culture (Sinclair & Horie, 1989), il 
constitue un facteur limitant de la croissance du blé lorsque sa disponibilité sous forme 
minérale dans le sol est insuffisante pour satisfaire les besoins de la plante. L’efficacité 
d’utilisation de l’N est un indicateur de la capacité de la plante à assimiler l’N disponible et à 
la traduire en rendement. Il existe deux composantes dans l’efficacité d’utilisation de l’N. Le 
RE (Recovery Efficiency) i.e. le rapport entre l’N assimilé et l’N apporté. L’IE (Internal 
Efficiency) qui correspond au rapport entre l’N assimilé et le rendement en grain. Ainsi, 
l’efficacité d’utilisation de l’N inclut différents processus physiologiques qui affectent 
l’utilisation de l’N tels que l’absorption de l’N du sol, son transport et sa distribution dans la 
plante (Moll et al., 1982; Paponov et al., 1996). Différents facteurs ont une influence sur 
l’efficacité d’utilisation de l’N, par exemple la rotation des espèces cultivées sur un même sol 
(Johnston et al., 1994), le système de labour utilisé (Sieling et al., 1998) ou la disponibilité en 
eau (Campbell et al., 1993). L’efficacité de l’apport d’N augmente avec l’augmentation du 
niveau d’N apporté (kg ha–1) jusqu’à une valeur seuil au-dessus de laquelle l’efficacité 
commence à diminuer (Doyle & Holford, 1993). Ce niveau d’apport d’N optimal est dépendant 
de la variété de blé cultivée. Au-delà de cette valeur seuil, ce n’est plus l’N mais d’autres 
facteurs qui deviennent limitants. L’efficacité d’utilisation de l’N peut alors être rétablie grâce 
à un nouvel apport du nutriment limitant (Balasubramanian et al., 2004). 
Le S est également un élément essentiel dans la nutrition des plantes. Des conditions 
particulières telles qu’un faible taux de matière organique dans les sols, leur érosion et leur 
appauvrissement par les cultures successives peuvent se traduire par une carence en S dans 
les plantes. Des travaux ont montré que l’apport de S entraine une augmentation de la 
biomasse et du rendement en grain (Salvagiotti & Miralles, 2008), traduisant une interaction 
positive entre l’N et le S sur l’efficacité d’utilisation de l’N. Le métabolisme du S est lié au 
métabolisme de l’N dans de nombreuses fonctions physiologiques. Différentes études ont mis 
en évidence les effets de cette interaction N x S sur le rendement en grain chez le blé (Randall 
et al., 1981; Reneau et al., 1986). Il ne semble pas y avoir d’étude permettant de caractériser 
précisément les effets de l’apport de S, au niveau du RE ou de l’IE. Le S est un constituant 
essentiel d’enzymes impliquées dans le métabolisme de l’N telles que des nitrate réductases 
ou des nitrite réductases (Mendel, 1997; Campbell, 1999). La carence en S pourrait 
éventuellement expliquer un ralentissement du métabolisme de l’assimilation de l’N. Pour 
étayer cette hypothèse, des études ont montré l’accumulation de nitrates dans des plantes 
carencées en S (Zaroug & Munns, 1980). Des résultats suggèrent qu’il existe un synergisme 
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entre l’N et le S puisque l’apport de S permet d’augmenter le rendement dans le contexte 
d’une fertilisation azotée élevée, en revanche, le S apporté lors d’une fertilisation azotée 
faible n’apporte pas de changement significatif quant au rendement en grain (Salvagiotti et 
al., 2009). En plus de l’effet de l’N et du S sur le rendement en grain, ces deux éléments ont 















L’élan principal qui a été insufflé au domaine de la bioinformatique provient sans doute de la 
croissance des quantités de données biologiques. Trouver les homologues d’une séquence 
inconnue est devenu une opération de routine dans le domaine de la biologie moléculaire. 
Avec l’augmentation exponentielle du nombre de gènes identifiés par les projets de 
génomiques, les biologistes sont confrontés à un océan de données à partir desquelles des 
connaissances nouvelles doivent être extraites. La question principale étant simple : que font 
ces gènes ? Il est techniquement impossible de mettre en place des expériences 
fonctionnelles pour chacun des gènes dont la fonction est inconnue. Compte-tenu de ces 
observations, les biologistes se tournent vers des méthodes bioinformatiques.  
La nécessité d’utiliser un système de classification structuré utilisant un vocabulaire contrôlé 
ne se limite pas au spectre de l'annotation fonctionnelle des génomes mais permet aussi de 
fournir des outils efficaces pour l’analyse de données transcriptomiques et protéomiques qui 
sont générées à grande échelle. Les nouvelles techniques d’acquisition de données 
transcriptomiques permettent désormais de surveiller le niveau d’expression de chaque gène 
du génome dans de nombreuses conditions expérimentales. Alors que les protéines codées 
par un génome représentent conjointement les capacités physiologiques d'un organisme, les 
niveaux d’expression des gènes sous certaines conditions physiologiques décrivent la réaction 
physiologique de l'organisme aux conditions spécifiques étudiées. La connaissance des 
niveaux de transcription des gènes au cours du développement et dans certaines conditions 
ajoute une dimension dynamique à l'information génomique intrinsèquement statique. 
Comme les expériences de puces à ADN génèrent de grandes quantités de données à analyser 
et interpréter, les produits de gènes (protéines) doivent être classés en groupes fonctionnels 
pour être en mesure de découvrir les interactions fonctionnelles entre les gènes impliqués 
dans une réponse cellulaire.  
L’annotation fonctionnelle de séquences codantes demeure un facteur limitant dans l’analyse 
des données transcriptomiques à haut débit. Ce problème est d’autant plus récurrent chez 
les espèces comme le blé qui possèdent trois génomes capables de coder pour 
approximativement 50 000 gènes chacun (Choulet et al., 2010). Identifier la fonction des 
gènes de tels organismes est généralement problématique. Pour compliquer le processus 
d’annotation, les informations fonctionnelles pertinentes concernant les espèces proches du 
blé sont généralement dispersées dans des bases de données biologiques sémantiquement 




le milieu de la biologie. Combiner et extraire l’information de ces données et les rendre 
accessibles dans un format unifié pourraient donc améliorer nos capacités de prédiction de 
la fonction des gènes de blé.  
La définition même d’une fonction biologique est ambiguë et dépend du contexte de 
recherche. Il semble important de relever que la fonction biologique d’une protéine a 
plusieurs aspects. Si l’on choisit l’exemple d’une protéine kinase, dans un contexte 
biochimique, la fonction d'une kinase est la phosphorylation d'un groupe hydroxyle d'un 
substrat spécifique. Toutefois, les protéines remplissent leur fonction au sein d'un organisme, 
et cela a des conséquences au niveau cellulaire comme au niveau de l’organisme étudié dans 
son ensemble. Dans un contexte physiologique, cette même kinase peut faire partie d'une 
voie de signalisation, dans laquelle elle phosphoryle un ou plusieurs partenaires d'interaction. 
Une mutation dans cette kinase pourrait faire naitre l’apparition d’un phénotype particulier. 
Par conséquent, lorsque l'on parle de la fonction d'une protéine, il faut toujours spécifier le 
ou les contextes de la description fonctionnelle. 
Actuellement, les séquences et les informations structurales sont analysables par des 
méthodes informatiques, les séquences génomiques, transcriptomiques ou protéiques sont 
retranscrites sous forme de chaines de caractères qui sont adaptées à de nombreux processus 
tels que l’alignement de séquences, la recherche de motifs et toute autre étape d’extraction 
d’information biologique. Cette propriété des séquences permet donc de traiter les 
séquences biologiques par des algorithmes informatiques de manière relativement directe.  
Cependant, contrairement à la séquence et à la structure, l’annotation fonctionnelle dépend 
du langage humain et du contexte de recherche. Ces deux vecteurs d’information apportent 
donc un niveau de complexité supérieur et des subtilités difficilement analysables par des 
méthodes computationnelles. Le vocabulaire humain évolue et il existe de nombreux termes 
synonymes, cette observation est d’autant plus vérifiée dans le domaine de la biologie ou le 
vocabulaire évolue rapidement. Cette synonymie introduit d’avantage de confusion, que ce 
soit pour les scientifiques mais encore plus pour les machines et leurs algorithmes.  
Une caractéristique fondamentale d'un système d'annotation est l'équilibre entre 
l’utilisabilité par l’homme, la spécificité des catégories et l'exigence de structures 
standardisées indispensables dans le cadre de l’utilisation d’applications informatiques. Pour 
rendre l’annotation fonctionnelle à la fois intelligible pour l’homme et accessible à un 
traitement informatique, il est donc nécessaire de la rendre accessible sous un format 




identifié en premier lieu par les biochimistes et a vu la genèse du système EC (Enzyme 
Commission Classification). Le système E.C. répond aux exigences à la fois d’un vocabulaire 
contrôlé et d’une relation bien définie entre les termes. Il existe cependant d'autres fonctions 
non abordées par le domaine de l’enzymologie et d'autres aspects fonctionnels en plus de la 
fonction biochimique. En 1993, le premier programme génomique pour classer les protéines 
a été suggéré pour Escherichia coli (Riley, 1993). L’objectif principal de cette classification 
était la description de l'ensemble connu des protéines d’E. coli. A l’origine, cette classification 
n’autorisait que l'affectation d'une catégorie fonctionnelle par protéine, mais cela s'est avéré 
insuffisant pour l’annotation complète de protéines. Par conséquent, la classification 
imaginée a évolué, rendant possible l'affectation de plusieurs catégories fonctionnelles par 
protéine (Serres & Riley, 2000) 
D'autres systèmes d'annotation ont été proposés, principalement suite à la nécessité 
d'annoter des projets de génomique émergents (Rison et al., 2000; Whisstock & Lesk, 2003). 
Le point commun entre ces régimes est la création d'un vocabulaire contrôlé et dans la 
plupart des cas une classification qui débute par une annotation fonctionnelle générale pour 
aboutir à une fonction plus spécifique. 
Problématique 
Le problème qui a motivé la première étape de ce travail de thèse est l’analyse de données 
transcriptomiques de blé tendre obtenues grâce à une puce à ADN NimbleGen® (Rustenholz 
et al., 2011). Cette puce contient des sondes permettant de suivre l’expression de 40 642 
gènes dont 2 891 facteurs de transcription. Le génome du blé n’étant pas encore totalement 
séquencé, il était nécessaire de connaître de façon efficace la fonction des gènes qui 
pouvaient apparaitre dans les réseaux inférés par la suite. Bien qu’il subsiste encore une 
grande quantité d’informations fonctionnelles stockées sous forme de textes non structurés, 
il existe un certain nombre de systèmes, nomenclatures et standards d’annotation 
fonctionnelle en biologie. Des solutions existent afin d’extraire de l’information de données 
non structurées, l’utilisation de l’ingénierie linguistique par exemple, une discipline à 
l’interface de l’informatique et de la linguistique est envisageable. Cette discipline est 
aujourd’hui communément utilisée afin d’identifier dans les données non structurées des 
références à des standards d’annotation. Ces méthodes sont néanmoins difficiles à 
implémenter. Une solution plus triviale mais tout aussi efficace est l’utilisation des standards 
d’annotation, les plus répandus qui ont été utilisés dans ce travail de thèse, sont le système 




Information Center for Protein Sequences Functional Catalogue ; Ruepp et al., 2004) et la 
classification hiérarchique de MapMan (Thimm et al., 2004). Il existe également des 
correspondances entre ces différents standards d’annotation même si tous ne suivent pas les 
mêmes principes de classification ou de hiérarchisation. 
A l’origine, le système E.C. 
Le système E.C. a d'abord été publié en 1961, a évolué et a été présenté en version imprimée 
pour la dernière fois en 1992 (IUBMB 1992). E.C. est depuis maintenu à jour en version web 
et contient actuellement plus de 3 700 identifiants. E.C. propose une nomenclature 
hiérarchisée permettant de distinguer les enzymes selon les réactions qu’elles catalysent. Il 
existe dans ce système trois niveaux de hiérarchie, le plus haut étant composé de six classes 
d’enzymes (oxydoréductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases et ligases), 
chacune étant ensuite sous-divisée en deux niveaux hiérarchiques inférieurs, le dernier 
identifiant de l’enzyme étant le numéro de série de l’enzyme. Ainsi l’identifiant E.C. d’une 
enzyme est composé de 4 nombres séparés par des points (e.g. 3.4.13.7 pour une Glu-Glu 
dipeptidase). Un exemple de décomposition d’un identifiant E.C. et de l’identification d’une 
Glu-Glu dipeptidase est illustré par la table 1. 
 
Table 1 - Décomposition hiérarchique de la classification E.C. d’une enzyme de type Glu-Glu 
dipeptidase (3.4.13.7). 
Identifiant E.C.  Spécificité de la réaction Exemple 
3.-.-.- Type de réaction Hydrolase 
3.4.-.- Classe du substrat Peptidase 
3.4.13.- Sous-classe du substrat Dipeptidase 
3.4.13.7 Substrat Glu-Glu-dipeptidase 
 
Ce système n’est pas utilisé dans notre travail car il prend une orientation purement 
biochimique, néanmoins il représente la genèse des standards d’annotation fonctionnelle. 
Le système Gene Ontology. 
Le système G.O. est actuellement le standard dominant dans le domaine de l'annotation 
fonctionnelle lisible par les machines. G.O. propose un cadre composé d’un vocabulaire 
contrôlé décrivant trois aspects de la fonction d’une protéine : la fonction moléculaire, le 





Figure 5 - Une représentation graphique du système Gene Ontology. La classification imbriquée 
montre les annotations fonctionnelles attribuées à des gènes impliqués dans le cancer chez l’homme. 
La taille des nœuds du graphe est proportionnelle à l'adhésion totale de gènes, et la couleur indique 
le degré de signification statistique (du plus clair pour les moins significatifs au plus foncé pour les plus 
significatifs). D’après Hu et al. (2007). 
La catégorie cellular component fait référence à des constituants de la cellule ou de son 
environnement extérieur, et permet de localiser le produit du gène dans la cellule (e.g. 
GO:0016020 : membrane). Cette catégorie, bien que n'étant pas un aspect fonctionnel en 
tant que tel, est jugée importante pour l'annotation fonctionnelle puisque les protéines 
fonctionnent dans un contexte bien défini de la cellule vivante. La catégorie molecular 
function est une annotation fonctionnelle qui décrit l’activité biochimique du produit du gène 
(e.g. GO:0005215 : transporter activity). Enfin, la catégorie biological process permet de 
décrire le processus biologique, c’est à dire la réaction biochimique dans laquelle la protéine 
est impliquée. Elle résume l’objectif biologique qui est visé par l’association ordonnées de 
plusieurs fonctions moléculaires (e.g. GO:0050896 : response to stimulus). Chaque ontologie 
est implémentée comme un graphe orienté acyclique (Figure 5) où les termes sont 
représentés comme des nœuds dans le graphe et sont disposés hiérarchiquement du plus 
général au plus spécifique. Cette structure signifie que chaque nœud peut avoir plus d'un seul 




compartiments cellulaires, ou fonctions moléculaires. Les identifiants des G.O. sont écrits de 
manière standardisée, « GO: » suivi de 7 chiffres (e.g. GO:0007049 Cycle cellulaire). 
La collection des voies métaboliques PlantCyc 
MetaCyc propose une classification de voies métaboliques et d’enzymes provenant de tous 
les domaines du vivant. Elle se matérialise par plus de 1 800 voies métaboliques sélectionnées 
à partir de plus de 30 000 publications de recherche. La plupart des voies métaboliques de 
MetaCyc sont liées à une ou plusieurs enzymes caractérisées fonctionnellement. MetaCyc se 
ramifie en ressources spécifiques à chacun des organismes de leur catalogue, AraCyc par 
exemple représente une ressource spécifique à Arabidopsis thaliana tandis que RiceCyc est 
spécifique au riz. La classification des enzymes de MetaCyc présente une structure en arbre 
avec 6 branches de niveau 1 (Biosynthèse, Dégradation/Utilisation/Assimilation, Formation 
de métabolites précurseurs et énergie, Détoxification, Activation/Inactivation/Inter-
conversion et Clusters métaboliques). Les trois premières branches citées représentent la 
grande majorité des annotations tandis que les trois autres, moins importantes en 
contiennent moins de 5%. 
Classification fonctionnelle du MIPS 
En comparaison avec d'autres systèmes d'annotation fonctionnelle, la classification 
fonctionnelle du MIPS nommée FunCat se veut être un compromis équilibré entre 
profondeur, largeur et précision, mais sans être trop granuleuse. Comme le progrès 
scientifique est constamment révélateur de nouvelles connaissances de la biologie des 
organismes, le développement de la classification fonctionnelle FunCat est un processus 
continu et est mis à jour régulièrement.  
La classification du MIPS permet la description fonctionnelle de protéines d’origine eucaryote 
et procaryote. C’est une classification en arbre composée de 28 branches principales (Table 
2) qui couvrent des fonctions générales telles que le transport cellulaire, le métabolisme ou 
la communication cellulaire et la transduction du signal. Chaque branche est ensuite sous-
divisée jusqu’à six fois pour identifier une fonction de plus en plus spécifique. Au total, 1 363 
catégories fonctionnelles sont fournies par ce catalogue. Ces catégories fonctionnelles ne 
sont pas spécifiques d’une espèce mais permettent l'annotation fonctionnelle d'un large 
éventail d'organismes. La classification contient toutefois des sous-catégories dédiées à des 
groupes spécifiques d'organismes. En outre, une des 28 catégories principales est dédiée aux 




fonctionnelles est affectée à un numéro unique à deux chiffres. Le cadre vers le haut de l'arbre 
hiérarchique se compose du préfixe des nœuds précédents, situées dans les niveaux 
supérieurs de la hiérarchie. Les niveaux de catégories sont séparés par des points, par 
exemple 01 métabolisme est un représentant de plus haut niveau, et 01.01.03.02.01 
biosynthèse du glutamate appartient au niveau le plus spécifique de FunCat. Pour la majorité 
des protéines, la fonction cellulaire ne peut pas être entièrement décrite avec une seule 








10 Cell cycle and DNA processing
11 Transcription
12 Protein synthesis
14 Protein fate (folding, modification and destination)
16 Protein with binding function or cofactor requirement (structural or catalytic)
18 Protein activity regulation
Transport
20 Cellular transport, transport facilitation and transport routes
Perception and response to stimuli
30 Cellular communication/signal transduction mechanism
32 Cell rescue, defense and virulence
34 Interaction with the cellular environment
36 Interaction with the environment (systemic)




42 Biogenesis of cellular components










98 Classification not yet clear-cut
99 Unclassified proteins
Functional classification catalogue (FunCat) version 2.0






MapMan est avant tout un outil permettant de visualiser des données d’expression sur des 
schémas picturaux qui représentent symboliquement des domaines de fonction biologique. 
Mais MapMan propose sa propre ontologie, conceptualisée par une structure en arbre 
comprenant 35 branches principales pour un total de 1 854 catégories fonctionnelles 
appelées bins. Dans la classification de MapMan, les classes peuvent être des secteurs de 
métabolisme, des fonctions cellulaires spécifiques (par exemple la synthèse de protéines), 
une réponse biologique (par exemple des gènes impliqués dans le métabolisme et/ou la 
réponse à une hormone). En utilisant des catégories hiérarchiques et des diagrammes, les 
différents secteurs fonctionnels peuvent être analysés à différents niveaux de résolution, en 
fonction de la question scientifique et de la quantité d'information disponible. MapMan suit 
un paradigme visant à assigner le minimum de bins possible à un gène ou une protéine. Les 
diagrammes proposés sont ensuite comparables entre espèces. 
Comparaison de l’annotation d’une phytoène synthétase dans les 
différents systèmes 
L’exemple d’un gène codant pour une phytoène synthétase (Table 2) chez A. thaliana 
(ATG17230) et son annotation dans les différents systèmes d’annotation présentés permet 
de mettre en évidence la consistance et les spécificités des différents systèmes. 
 
Table 3 – Annotation fonctionnelle d’un gène (ATG17230) codant pour une protéine phytoène 
synthétase dans différents systèmes. 
Système Identifiant Annotation fonctionnelle 
G.O.   
 GO:0009507 Composant cellulaire : chloroplaste 
 GO:0009536 Composant cellulaire : plaste 
 GO:0016117 Processus biologique : synthèse de caroténoïdes 
 GO:0016767 Fonction moléculaire : activité phytoène synthétase 
  GO:0046905 Fonction moléculaire : activité phytoène synthétase 
E.C.   
  2.5.1.32 rephytoene diphosphate = all-trans-phytoene + diphosphate  
MIPS     
 01.06.06.13 Métabolisme des caroténoïdes 
  70.26.03 Chloroplaste 
MapMan   





L’outil d’annotation développé au cours de la thèse : dbWFA 
L’outil d’annotation qui a été développée au cours de la thèse s’inscrit dans ce challenge 
d’annotation des données transcriptomiques haut débit. Afin de combler la carence en 
ressources pour l’annotation fonctionnelle efficace des transcrits, nous avons développé 
dbWFA, une base de données basée sur l’homologie des séquences de l’UniGene du NCBI et 
des ADNc pleine longueur de TriFLdb (Mochida et al., 2009). Nous avons utilisé pour 
homologues de référence les données d’ Arabidopsis thaliana (Lamesch et al., 2011), du riz 
(Ouyang et al., 2007) et du maïs (Schaeffer et al., 2011). Au moment du développement de 
cet outil et encore à l’heure actuelle, peu de génomes de plantes sont bien annotés. 
L’annotation du génome de Brachypodium distachyon (The International Brachypodium 
Initiative, 2010) ne fait que croitre en qualité et en quantité et pourrait aujourd’hui 
représenter une intéressante source de données à intégrer à l’outil. Il en est de même pour 
le T. urartu dont le génome a été récemment séquencé (Ling et al., 2013). 
Nous avons également lié l’outil avec la base de données de facteurs de transcription (FT) de 
blé wDBTF (Romeuf et al., 2010). Les caractéristiques précises de cette base de données ainsi 
que son application dans le cadre d’une analyse transcriptomique sur le blé sont présentés 




INFERENCE DE RESEAUX ET BIOLOGIE DES SYSTEMES 
Contexte 
La biologie systémique est une approche interdisciplinaire de la biologie qui élargit le champ 
de la biologie moléculaire pour étudier des ensembles d’éléments en interaction les uns avec 
les autres. L’ensemble des interactions concertées entre gènes, ARNm, protéines et 
métabolites constitue des réseaux de régulations biologiques dont l’élucidation est un enjeu 
important de la biologie systémique. Les méthodes d’analyse du transcriptome permettent 
l’analyse globale de l’expression des gènes en quantifiant l'expression de milliers de gènes 
simultanément. La complexité du vivant est ainsi projetée dans un espace mesurable sur 
lequel les conséquences de modifications génétiques ou de l’environnement peuvent être 
étudiées par des analyses informatiques, mathématiques et statistiques. L’analyse des profils 
d’expression des différents gènes, protéines et métabolites comme l’ensemble des 
composants d’un système et non comme une masse de données indépendantes permet de 
mettre en évidence des relations qui existent au sein de réseaux de régulations globaux. Le 
principe de l’inférence de réseaux de gènes est d'extraire des interactions entre les entités 
moléculaires à partir de données d'expression, en utilisant des algorithmes mathématiques. 
Biologie des systèmes 
Afin de comprendre l’organisation de systèmes biologiques complexes, il est souvent 
avantageux de les conceptualiser comme des systèmes d’éléments en interaction. Dans le 
cadre d’une telle approche, qui représente l’essence même de la biologie des systèmes, les 
objectifs sont (I) d’identifier les constituants du système biologique étudié, (II) de déterminer 
le comportement dynamique de ces constituants (i.e. observer leurs changements d’activité 
au cours du temps et/ou dans différentes conditions) et (III) d’identifier les interactions entre 
les constituants du système.  
La biologie des systèmes trouve ses origines dans la théorie générale des systèmes apparue 
progressivement dans la seconde partie du XXème siècle. C’est une vision holistique qui permet 
d’aborder des systèmes complexes difficilement conceptualisables par les approches 
parcellaires largement utilisées en ce temps. La théorie des systèmes repose sur l’hypothèse 
que tout processus peut être visualisé comme un réseau d’interactions entre éléments et que 
tout système, quelle que soit sa nature, peut être exploré par le biais des mêmes méthodes 
(Von Bertalanffy, 1969; Voit, 2000). Elle se détache des approches plus réductionnistes et est 




et additive mais agissent de manière coordonnée et en interaction au sein d’un réseau. La 
théorie des systèmes prend aujourd’hui une importance capitale dans de nombreux 
domaines de recherche grâce aux nouvelles technologies qui permettent d’accumuler des 
masses de données très importantes. 
La structure de certains réseaux peut être triviale tandis que pour certains systèmes 
biologiques, l’application de méthodes issues de la théorie des graphes est indispensable. La 
représentation la plus simple pour un système biologique est de réduire chaque unité du 
système à un nœud (aussi appelé sommet) et chaque interaction entre paire de nœuds à un 
lien (aussi appelé arête). Dans les systèmes biologiques qui nous intéressent ici les nœuds 
peuvent représenter une protéine, un transcrit, un métabolite ou toute autre entité 
moléculaire. Les arêtes dirigées aussi appelées arcs possèdent un nœud source et un nœud 
destination, et sont plus adaptées à la représentation de transformations biochimiques ou de 
liens de régulation tandis que les arêtes non orientées sont plus adaptées pour représenter 
des interactions protéine/protéine ou des interactions dont la source et la destination ne sont 
pas identifiables. En fonction de la profondeur des connaissances que l’on peut extraire des 
données, il est possible d’établir un réseau avec des propriétés d’arcs plus ou moins précises 
(signe, poids, confiance, vitesse de réaction etc.) et des états de nœuds variables dans des 
réseaux dynamiques par exemple. 
L’aspect de la biologie des systèmes abordé dans ce travail de thèse est la construction de 
réseaux à partir de méthodes permettant d’inférer des interactions ou des relations 
fonctionnelles entre éléments du système à partir de données accumulées sur l’état des 
éléments du système dans différentes conditions. Les liens inférés à partir des données 
permettent de construire le réseau sous-jacent au système étudié. L’analyse du réseau 
permet ainsi d’obtenir de nouvelles connaissances et prédictions biologiques. La modélisation 
dynamique de réseaux est une étape supplémentaire dans l’inférence de réseaux, elle permet 
de décrire le comportement des nœuds et des interactions du système dans différentes 
conditions. Connaître la dynamique d’un réseau permet aux scientifiques de prédire son 
comportement face à des perturbations. Quel que soit le type de réseau inféré, l’objectif est 
toujours de comprendre, prédire le comportement, et si possible d’être capable de contrôler 
le système étudié.  
L’utilisation la plus répandue des approches d’inférence de réseaux en biologie s’applique aux 
données d’expression de gènes, autrement dit le domaine de la transcriptomique. Il s’agit 




régulations transcriptionnelles, post-transcriptionnelles, traductionnelles ou post-
traductionnelles. Les liens de régulation inférés sont ensuite visualisés au sein d’un réseau de 
régulations et doivent par la suite être validés expérimentalement. 
 
 
La majeure partie des approches utilisées reposent sur un postulat de départ identique, à 
savoir que des gènes ayant des profils d’expression similaires (quelle que soit la condition) 
sont susceptibles d’être fonctionnellement liés, c’est le principe de « guilt by association » 
(Oliver, 2000). Les méthodes basées essentiellement sur ce principe permettent de construire 
des réseaux de co-expression qui sont non orientés. Les méthodes capables d’inférer des 
réseaux de régulations transcriptionnelles vont un niveau plus loin dans l’analyse puisqu’ils 
permettent de caractériser le sens et le type d’interaction entre deux entités moléculaires 
(Figure 6).  
Figure 6 - Représentation de réseaux (A) Réseau de co-expression, dans lequel chaque nœud 
représente un gène, chaque arête représente un certain degré de similarité entre les profils 
d’expression de deux gènes. Les modules entourés en violet et vert représentent des sous-réseaux 
fortement connectés. Les arêtes ne sont pas orientées et ne représentent pas des liens de causalité. 
(B) Réseau de régulations transcriptionnelles, dans lequel les nœuds représentent des gènes ou des 
facteurs de transcription qui ont un effet sur des gènes ou des modules entiers. Les modules entourés 
en violet et vert représentent des sous-réseaux hautement connectés. Les arêtes représentent des 





L’application de telles méthodes d’inférence à des données publiques concernant des 
organismes modèles a permis d’améliorer considérablement notre compréhension des 
réseaux de régulations transcriptionnelles. Les régulons de bactéries par exemple, qui 
n’impliquent que quelques opérons, possèdent une structure modulaire (des groupes de 
gènes co-exprimés appelés modules). L’organisation modulaire des opérons est cruciale et 
conservée dans certaines conditions tandis qu’elle peut être brisée par la présence de 
promoteurs intra-opéroniques dans d’autres conditions (Fadda et al., 2009; Mendoza-Vargas 
et al., 2009). Par ailleurs, des régulations complexes, impliquant plusieurs régulateurs 
entrainent souvent l’expression différentielle d’un seul gène, ce qui limite la portée des 
méthodes d‘inférence basées sur la co-expression (Lemmens et al., 2009). En outre, des 
études sur E. Coli ont montré que de nombreux FT possèdent des profils d’expression 
similaires et régulent des groupes de gènes similaires, suggérant ainsi une activité redondante 
de certain FT et/ou une coopération complexe entre différents FT déclenchant une réponse 
unique.  
Un certain nombre de résultats marquants ont ouvert la voie à l’adoption des méthodes 
d’inférence de réseaux dans le domaine de la biologie. La mise en évidence du lien entre les 
erreurs de traduction et la réponse au stress oxydatif chez E. coli a été mise en évidence par 
le biais d’une approche combinant l’inférence de réseaux et des étapes de validation 
fonctionnelle (Kohanski et al., 2008). Grâce à l’utilisation de données d’expression publiques, 
Bassel et al. (2011) ont établi un réseau d’interactions transcriptomiques impliquées dans la 
reprogrammation qui survient chez la graine d’A. thaliana entre les phases de dormance et 
de germination. Le réseau ainsi établi met en lumière des groupes de gènes impliqués dans 
cette reprogrammation et leurs liens avec des master-régulateurs connus. Par le biais d’une 
approche similaire, Verdier et al. (2013) ont découvert un certain nombre de gènes impliqués 
dans la tolérance à la dessiccation des graines de Medicago truncatula en fin de 
développement. Leur approche a également permis de mettre en évidence des liens entre 
certains gènes alors inconnus et des master-régulateurs du développement de la graine. 
Récemment, l’analyse transcriptomique de lignées transgéniques de tomate (Solanum 
lycopersicum) combinée à une approche d’inférence de réseaux de neurones artificiels (Pan 
et al., 2013) a permis de mettre en évidence un gène impliqué dans l’accumulation de 
pigments dans les tissus du fruit. 
L’inférence de réseaux constitue donc une ressource permettant d’extraire des connaissances 
à partir des informations expérimentales mais avant de l’utiliser dans le cadre de la biologie 




inconvénients. Il est possible de distinguer les différentes méthodes d’un point de vue 
purement informatique, il est néanmoins plus intéressant, dans le cadre de la biologie, 
d’utiliser le point de vue du biologiste qui cherche à déterminer le type de méthode le plus 
adapté à l’objet de sa recherche.  
En considérant qu’une espèce au génome complexe comme le blé tendre possède environ 
150 000 gènes, on pourrait envisager d’étudier une à une toutes les interactions possibles, 
soit en théorie plus de 22 milliards de possibilités. En prenant en compte le fait qu’il existe 
des boucles de rétroaction et des régulations au caractère combinatoire, on réalise 
rapidement la complexité difficilement abordable sans l’utilisation d’algorithmes adaptés et 
optimisés. Le grand champ de possibilités, conjointement avec le nombre limité de points de 
données indépendants, font de l’inférence de réseaux biologiques un challenge ambitieux.  
Une première stratégie de simplification vise à inférer des réseaux modulaires, ce qui revient 
à rassembler des gènes aux profils d’expressions similaires dans des modules, qui seuls seront 
pris en compte pour l’inférence de liens de causalité (Figure 7). Cette stratégie implique ainsi 
une perte d’information mais un gain de temps computationnel et une conceptualisation 
simplifiée de la réalité biologique. Cette stratégie peut s’appliquer de la même façon aux 
régulations combinatoires, pour lesquelles les méthodes d’inférence actuelles peuvent très 
difficilement élucider la complexité de la combinaison de gènes impliqués mais surtout les 
interactions sous-jacentes. Les méthodes basées sur la découverte de modules n’ont pas pour 
but d’assigner un programme transcriptionnel à chaque gène du jeu de données mais plutôt 
à des groupes de gènes aux profils d’expression similaires. Une seconde stratégie se rapporte 
à la combinaison des données d’expression avec différentes sources d’information telles que 
des données concernant des motifs de régulation (cibles des FT) ou des connaissances 
précédemment acquises sur les interactions. Il est par exemple possible de donner plus 
grande importance aux interactions validées indépendamment par différents types de 
données. Il peut alors s’agir de méthodes supervisées ou semi-supervisées. Une autre 
stratégie qui regroupe les méthodes dites dirigées (query-driven) permet de limiter l’espace 
de recherche en limitant de manière intentionnelle et à priori du processus d’inférence le 




Les méthodes d’inférence 
Les méthodes directes opposées aux méthodes modulaires 
Puisque chaque stratégie adoptée repose sur différentes hypothèses, et que chacune pose 
différentes contraintes, la stratégie à adopter détermine à priori, le type de réseaux qui peut 
être élucidé. De par les stratégies sur lesquelles elles reposent, on peut opposer les méthodes 
d’inférences « directes » aux méthodes basées sur la découverte de modules. L’exploitation 
du concept de modularité offre des avantages tant du point de vue biologique que statistique. 
La plupart des méthodes basées sur la découverte de modules ne prédisent pas seulement 
des interactions mais apportent aussi une information concernant les conditions 
expérimentales dans lesquelles ces modules sont impliqués. Cette information est essentielle 
puisqu’elle va permettre de préparer des conditions expérimentales adaptées lors de la 
validation fonctionnelle des résultats obtenus (Bonneau et al., 2006 ; Lemmens et al., 2009). 
L’approche modulaire permet également de lier des gènes possédant des profils d’expression 
peu similaires, ce qui représente à la fois un avantage et un inconvénient. Cela permet en 
effet de regrouper les gènes impliqués dans des voies métaboliques impliquant un grand 
nombre de gènes par exemple. En revanche, chez les bactéries, chez qui l’expression des 
 
 
Figure 7 - Classification des méthodes d’inférence de réseaux. Les méthodes d’inférence sont classées 
par les stratégies d’approche qu’elles implémentent. Les méthodes directes prennent en compte chaque 
gène individuellement tandis que les méthodes modulaires ou basées sur la découverte de modules 
traitent des groupes de gènes aux profils d’expression similaires comme une entité unique (modules). 
Le résultat obtenu par chaque type de méthode peut être global, si la totalité des données est traitée 
sans discrimination, ou dirigé (en violet) s’il existe à priori de l’inférence, une hypothèse prédéfinie prise 





régulateurs opéroniques est très similaire à celle de leurs cibles, le concept de modularité 
entraine des erreurs de prédiction (Michoel et al., 2009).  
Les méthodes globales opposées aux méthodes dirigées 
Les méthodes globales sont généralement utilisées pour identifier des processus biologiques 
impliquant un grand nombre de gènes et qui sont impliqués dans des réponses métaboliques 
majeures ou dans des changements de conditions expérimentales importants. Ces méthodes 
fournissent une vue globale des réseaux de régulations impliqués dans le changement de 
l’état physiologique de l’objet d’étude. Les méthodes dirigées sont intentionnellement 
biaisées puisqu’elles permettent de définir à priori de l’inférence, un espace de recherche 
limité afin de générer un sous-réseau spécifique du problème de recherche. Les approches 
dirigées sont donc typiquement utilisées afin d’étudier une voie métabolique particulière ou 
découvrir des gènes inconnus liés à des gènes aux fonctions connues.  
Les méthodes supervisées opposées aux méthodes non-supervisées 
Les méthodes supervisées se basent sur des groupes d’interactions connues afin de prédire 
de nouvelles interactions. Elles utilisent un jeu de données d’entrainement (interactions 
connues) avant de dériver les caractéristiques des interactions connues pour chercher de 
nouvelles interactions similaires. La fiabilité de telles méthodes dépend fortement de la 
significativité du jeu de données d’entrainement. Encore une fois, si ces méthodes basées sur 
l’apprentissage peuvent donner des résultats satisfaisants, il est nécessaire de posséder un 
jeu de données d’entrainement de qualité et de taille conséquente. Cette nécessité 
représente un inconvénient majeur dans le cadre de l’étude d’organismes aux bases 
moléculaires peu connues comme le blé.  
Les méthodes intégratives opposées aux méthodes non-intégratives 
Les méthodes intégratives sont basées sur l’hypothèse que toute l’information n’est pas 
portée par l’expression des gènes, au contraire des méthodes non-intégratives qui font 
abstraction de l’importance des régulations non transcriptionnelles. De plus, les méthodes 
non-intégratives ne permettent pas de distinguer les réelles interactions des simples 
similarités entre profils d’expression. L’utilisation de séries temporelles permet d’atténuer 
cette incertitude puisqu’elles contiennent intrinsèquement une information pour les 
régulations FT-Gène cible par exemple, si l’on considère que l’effet du changement 
d’expression d’un FT sera observé aux temps suivants sur le gène cible. Néanmoins, inférer 
de tels réseaux nécessite l’utilisation de méthodes capables de saisir cette dynamique. En 




techniquement d’obtenir des intervalles de temps suffisants et tout aussi difficile de 
distinguer les réels changements dynamiques d’expression du bruit de fond. En outre, les 
changements d’expression transitoires qui peuvent être observés pour certains gènes sont 
difficilement identifiables. 
Les approches informatiques 
L’inférence de réseaux suscite un intérêt croissant auprès de la communauté scientifique et 
notamment dans le domaine de la biologie. Si une première distinction permet de classer ces 
méthodes par la stratégie proposée, il est également intéressant d’observer ce qu’il se passe 
dans la « boite noire » que peut représenter une méthode d’inférence du point de vue d’un 
biologiste. On pourra distinguer les méthodes les plus communément implémentées telles 
que les réseaux booléens, l’analyse de corrélation, les Relevance Networks, les réseaux 
bayésiens et la découverte de règles.  
Le principe des réseaux booléens est de binariser des données d’expression temporelles, 
ainsi, à un instant donné, un gène est soit dans un état actif soit dans un état inactif. Il s’agira 
de fixer des seuils permettant de déterminer les gènes exprimés qui seront représentés par 
l’état actif et les autres qui seront représentés par l’état inactif. La finalité étant de déterminer 
des règles logiques permettant d’expliquer l’état d’un gène à un instant donné lorsque l’on 
connaît l’état d’autres gènes à un instant donné (instant identique ou non ; Liang et al., 1998). 
L’approche des réseaux booléens a évolué et il s’agit plus souvent de réseaux booléens 
probabilistes (Zhou, 2010).  
Les Relevance Networks quant à eux sont basés sur la comparaison exhaustive de toutes les 
paires de gènes par le biais d’un calcul de corrélation. L’ensemble des coefficients de 
corrélation doit ensuite être filtré afin de ne conserver que les connexions les plus fortes. 
Pour aller plus loin, il est possible d’utiliser le calcul d’une pente métrique afin d’élucider non 
seulement la présence d'une relation entre deux gènes, mais aussi son orientation (Klie et al., 
2012).  
Les réseaux bayésiens sont des modèles basés sur des distributions de probabilités 
conditionnelles entre les variables (Friedman et al., 2000). Ces modèles sont intéressants pour 
leur capacité à décrire les processus complexes. Plusieurs modèles sont déterminés à partir 
des données. A chaque modèle correspond un score permettant de choisir celui qui a la plus 




plusieurs formes comme les réseaux bayésiens dynamiques par exemple (Kaderali et al., 
2009).  
Les réseaux de Petri regroupent des méthodes graphiques et de modélisation mathématique 
applicables à de nombreux systèmes. Le concept de ces réseaux est apparu pour la première 
fois au début des années 1960 (Petri, 1962). Selon la définition d'origine, les réseaux de Petri 
représentent des processus simultanés. Les transitions entre les états des nœuds se 
déclenchent comme une réaction en chaine, et de manière non déterministe. La transition 
entre chaque état peut être définie par une fonction probabiliste faisant du réseau de Petri 
un réseau stochastique (Heiner et al., 2009). Ces réseaux sont particulièrement adaptés pour 
la représentation de systèmes tels que les voies de signalisation (Hamed et al., 2010; 
Durzinsky et al., 2011). 
La découverte de règles d’association est une méthode d’apprentissage non supervisée, qui 
permet de découvrir à partir d’un ensemble de données, un ensemble de règles qui exprime 
une possibilité d’association entre différents items (exemple : Si le gène G1 est surexprimé 
alors le gène G2 est également surexprimé. Où G1 et G2 sont des items). Il existe des mesures 
de qualité qui permettent d’évaluer la significativité des règles inférées, les principales 
mesures de qualité d’une règle sont le support qui permet d’exprimer la fréquence de la règle 
dans les données et la confiance qui permet de juger la probabilité que lorsque l’antécédent 
de la règle est vérifié, alors le conséquent est également vérifié. Cette méthode a été 
appliquée pour la première fois à l’inférence de réseaux de gènes en 1997 (Brazma et al., 
1997) et est présentée dans plusieurs articles plus récents chez l’homme et Saccharomyces 
cerevisiae (Morgan et al., 2007; Martinez et al., 2008) . 
Structure des réseaux 
La théorie des graphes a permis d’orienter les approches d’inférence de réseaux dans le cadre 
de la modélisation des réseaux biologiques. Traditionnellement, les réseaux complexes 
étaient étudiés grâce à la théorie des graphes aléatoires (Erdos & Renyi, 1960). Le modèle 
d’Erdos-Renyi propose un graphe aléatoire (Figure 8Aa) construit à partir d’un ensemble de 
N nœuds et pour lequel l’ajout de nouvelles arêtes se produit aléatoirement. Ainsi, à partir 
des N nœuds, chaque arête est ajoutée indépendamment avec une probabilité p. La 
distribution du degré de connectivité des nœuds suit ainsi une loi de poisson (Figure 8Ab). Un 
tel type de réseau possède un faible coefficient de clusterisation, c’est à dire qu’il a tendance 
à ne pas former des groupes de nœuds fortement connectés. Or, la plupart des réseaux 




signifie que leur degré de distribution suit une loi puissance (Figure 8Bb). C’est un terme 
emprunté au vocabulaire de la physique statistique. Les mécanismes à la base de la 
construction de tels réseaux sont appelés avantage cumulatif et attachement préférentiel 
(Price, 1976). Barabási & Albert (1999) rapportent qu’il existe un fort pouvoir d’auto-
organisation qui caractérise la topologie scale-free des réseaux complexes. Leurs travaux ne 
se concentrent pas sur les réseaux biologiques, et ils démontrent qu’un grand nombre de 
réseaux, qu’ils soient sociaux, technologiques ou biologiques, partagent les caractéristiques 
des réseaux scale-free. L’attachement préférentiel stipule que la probabilité pour qu’un 
nouveau nœud ajouté au réseau se connecte à un autre nœud dépend directement de la 
connectivité de ce nœud. Une caractéristique importante de ce modèle de réseau est qu’il 
possède des hubs i.e. des nœuds très connectés qui possèdent un rôle essentiel pour le réseau 
et dont la suppression peut détruire la topologie du réseau. L’observation des systèmes 
biologiques complexes permet de proposer un modèle dérivé du modèle scale-free plus 
proche de la réalité biologique.  
 
Figure 8 – Représentation (a) et distribution (b) des degrés de connectivité des nœuds 
pour trois modèles de réseaux. (A) Modèles de graphe aléatoire proposé par Erdos-Renyi. 
(B) Réseau scale-free proposé par Barabasi et Albert. (C) Réseau hiérarchique et scale-free. 
Modèle prenant en compte la coexistence de la modularité, du regroupement local et de 




Ce modèle dit hiérarchique et scale-free (Figure 8Ca ; Barabási et Oltvai, 2004) prend à la fois 
en compte la topologie scale-free mais aussi la modularité et le regroupement local. 
Concernant la distribution du degré de connectivité des nœuds, il suit la loi puissance 
caractéristique des réseaux scale-free (Figure 8Cb). Une structure hiérarchique implique que 
les nœuds faiblement connectés font partie de sous-réseaux fortement connectés, reliés 
entre eux par le biais des hubs, moins nombreux. 
L’observation du modèle scale-free dans des réseaux très différents (sociaux, biologiques etc.) 
requiert une explication logique. Il est apparu que deux processus fondamentaux sont à la 
base de cette structure. Tout d’abord, la plupart des réseaux sont le résultat d’un processus 
de croissance au cours duquel de nouveaux nœuds et arêtes sont régulièrement ajoutés au 
réseau. C’est par exemple le cas du réseau Internet qui est passé d’une page web à plus de 3 
milliards de pages web sur une période de 10 ans. Le second processus repose sur le fait que 
les nœuds qui apparaissent dans le réseau préfèrent se lier à des nœuds déjà fortement 
connectés. Ce processus appelé attachement préférentiel, se vérifie sur le réseau internet, 
ou les pages web nouvellement créées auront tendance à se connecter aux pages web déjà 
populaires. Une page web populaire gagnera donc plus rapidement de nouveaux liens que les 
pages web moins populaires.  
 
 
Figure 9 – Origine de la 
topologie scale-free dans les 
réseaux biologiques. Réseau 
d’interactions protéine-
protéine. Lors de la division 
cellulaire, un ou plusieurs gènes 
(vert) peuvent être dupliqués 
(rouge). La nouvelle protéine 
(rouge) possède la même 
structure que la protéine 
d’origine et interagi avec les 
mêmes protéines. Dans le 
réseau présenté, le gène 
dupliqué n’a pas d’importance, 
dans tous les cas le hub au 
centre du réseau gagnera une 
interaction. D’après Barabási 




La croissance et l’attachement préférentiel ont une origine commune dans les réseaux 
d’interactions protéine-protéine : la duplication des gènes (Figure 9 ; Rzhetsky et Gomez, 
2001; Qian et al., 2001). Des gènes dupliqués codent pour des protéines identiques qui vont 
interagir avec les mêmes partenaires. Ainsi, chaque protéine en contact avec une protéine 
dupliquée gagne un nouveau lien. De cette façon, les protéines déjà fortement connectées 
possèdent un avantage naturel. Bien qu’elles n’aient pas plus ou moins tendance à être 
dupliquées, en considérant que le phénomène de duplication intervient au hasard, elles ont 
une probabilité plus grande d’être liée à la protéine qui va être dupliquée. Un tel biais 
représente une version subtile du processus d’attachement préférentiel. Bien que le rôle de 
la duplication des gènes ne s’explique directement que pour les réseaux d’interactions 
protéine-protéine, il explique aussi probablement une topologie scale-free dans les réseaux 
métaboliques et réseaux de régulations transcriptionnelles. Bien que la duplication des gènes 
puisse expliquer l’apparition de la topologie scale-free dans les réseaux biologiques, il n’est 
pas impossible que d’autres processus biologiques soient également impliqués (Wagner, 
2003). 
Des résultats prouvent directement que la croissance est à la base de l’apparition de la 
topologie scale-free dans les réseaux biologiques. Par définition, le modèle scale-free 
implique que les nœuds apparus tôt dans l’histoire du réseau sont les nœuds les plus 
fortement connectés (Barabási & Albert, 1999). Or, il a été observé que les hubs métaboliques 
de la régulation de la transcription, de la glycolyse ou du cycle de Krebs (Wagner & Fell, 2001) 
sont les substrats les plus fortement connectés des réseaux métaboliques. De plus, des 
analyses comparatives inter-espèces ont montré que les protéines les plus anciennes sont 
plus fortement connectées que les protéines nouvelles (Wagner, 2003; Eisenberg & Levanon, 
2003), validant ainsi également le processus d’attachement préférentiel.  
L’approche d’inférence de réseaux développée : RulNet 
La méthode d’inférence RulNet proposée dans le cadre de cette thèse est une approche 
intégrative et dirigée, basée sur des algorithmes de fouille de données (data mining) et plus 
particulièrement la découverte de règles entre attributs. La notion de règle est très répandue 
dans les domaines des bases de données, de la fouille de données et de l’intelligence 
artificielle. Des exemples connus sont les dépendances fonctionnelles, les implications ou les 
règles d’association. Une règle reflète une observation dans les données et malgré la diversité 
des domaines, la syntaxe reste inchangée, à savoir X Y qui se lit  « X implique Y ». Une règle 




prédicat est observé sur Y (conséquent), les prédicats pouvant être identiques ou non. Dans 
le cadre de l’inférence de réseaux de régulation, X et Y peuvent représenter différentes 
entités moléculaires : gènes, protéines, métabolites mais aussi certaines caractéristiques 
phénotypiques. 
L'originalité première de la méthode développée dans ce travail est d’étendre la notion de 
règles en proposant plusieurs sémantiques pour les règles et d'utiliser des méthodes 
identiques de découverte, de post-traitement et de visualisation des règles pour toutes ces 
sémantiques. L’idée est qu’à chaque sémantique peut correspondre une signification 
biologique, il est donc possible d’analyser des données biologiques selon plusieurs 
perspectives. 
La méthode initialement proposée par Agier et al. (2007) a été étendue d’une part par la mise 
en place d’un nouveau langage logique permettant de caractériser formellement les 
différentes sémantiques (Chardin et al., 2013) et d’autre part dans le cadre de cette thèse, 
pour être adaptée aux problématiques de l’inférence de réseaux de régulations et aux 
données omiques. Ces travaux ont conjointement abouti à la mise en place d’une plateforme 
web dédiée, nommée RulNet. 
En fonction des différents objectifs biologiques, il peut être utile de découvrir différents types 
de liens entre entités moléculaires et ne pas se restreindre à une seule signification 
biologique. L'idée de l’approche est alors d'offrir la possibilité à l’utilisateur de choisir la 
signification biologique des liens à inférer et d’inférer des règles à partir de données 
hétérogènes. L’originalité de l’approche est entre autre de permettre la superposition des 
liens inférés par les différentes sémantiques sur un même réseau global. L’application permet 
par ailleurs à l’utilisateur de spécifier des gènes « centraux » qu’il souhaite à priori voir 
apparaître dans les réseaux générés. Ceux-ci permettent de limiter la génération des règles 
aux seules règles impliquant les entités d’intérêt. 
Le langage de requêtes nommé RQL qui a été développé (Chardin et al., 2013) et étendu dans 
le cadre de cette thèse, permet de définir des types de règles déjà connus comme les règles 
d’association ou les dépendances fonctionnelles mais permet surtout de définir des 
sémantiques spécifiques aux jeux de données utilisés et particulièrement adaptées par 
exemple aux données omiques qualitatives et quantitatives. 
Lorsqu’un utilisateur infère des réseaux sur la plateforme RulNet, celle-ci suit plusieurs étapes 




entre les paramètres pour que RulNet accède à une base de données, soit il spécifie un fichier 
texte classique. La seconde étape consiste à établir les sémantiques des règles à inférer. Cette 
étape peut se faire directement (rédaction de requêtes RQL) ou par le biais d’un assistant de 
création de requêtes. L’utilisateur peut définir ou non des entités d’intérêt pour la recherche 
de règles. Enfin il peut définir des seuils pour les mesures de qualités, permettant ainsi de ne 
sélectionner que les règles les plus pertinentes et de mettre un poids sur chaque lien du 
réseau. Il visualise ensuite le réseau obtenu directement sur la plateforme ou bien choisit de 
télécharger un fichier contenant toutes les règles inférées qu’il pourra ensuite visualiser via 
d’autres outils comme Cytoscape (Shannon et al., 2003; Smoot et al., 2011).  
Ce travail permet de fournir un outil d’inférence de réseaux adapté à nos objectifs de 
recherche et utilisable par une large partie de la communauté scientifique. L’approche, ici 
appliquée à des données de blé peut être adaptée à de nombreuses études, que ce soit dans 
le domaine de la biologie comme dans des domaines plus éloignés. Le développement de 
cette plateforme s’inscrit dans l’approche biologie des systèmes qui a été choisie afin 
d’étudier l’influence de l’approvisionnement en N et S sur la synthèse des PR du blé tendre. 






CYCLE DE L’AZOTE ET DU SOUFRE DANS LE SOL 
Cycle de l’azote 
L’N est un élément essentiel des protéines qui forment les composants cellulaires et les 
tissues de la plante. Malgré le fait que l’atmosphère terrestre soit principalement constituée 
d’N (N2 ; 78%), seule une catégorie de végétaux comme les légumineuses sont capables de 
l’assimiler sous cette forme et de le rendre disponible à la plante via un processus 
symbiotique avec des bactéries du genre rhizobium et la formation de nodules fixateurs d’N 
au niveau des racines. Les formes minérales d’N disponibles pour la plante sont le nitrate 
(NO3-), le nitrite (NO2-) et l’ammonium (NH4+).  
Ces différentes formes d’N (Figure 10) sont absorbées par les racines et les feuilles des 
plantes. Les taux d’absorption par les feuilles sont difficilement quantifiables, et dépendent 
du taux de pollution et des concentrations relatives de ces différentes formes  d’N (captées 
plus ou moins efficacement selon la forme) dans l’air. Les feuilles peuvent également 
absorbées et assimiler l’urée qui peut être apporté aux cultures sous forme liquide par 
 
 
Figure 10 – Schéma du cycle de l’N dans les écosystèmes terrestres et aquatiques. Flèches bleues : 
réactions biochimiques par lesquelles l’N a tendance à quitter le sol ou les eaux. Flèches vertes : 
processus par lesquels l’N est assimilé par la matière organique. Flèches rouges : réactions 
biochimiques par lesquelles l’N reste dans l’écosystème. Flèches noires : processus géochimiques par 




pulvérisation. Dans les sols, ces trois formes d’N peuvent être adsorbées par des particules 
du sol ou lessivées et emportées. L’N réduit sous forme d’ammonium peut être nitrifié, et 
transformé en nitrate ou nitrite, libérant ainsi 2 protons qui vont participer l’acidification des 
sols. A l’inverse, l’N oxydé peut être dénitrifié et transformé en diazote (N2) ou protoxyde d’N 
(N2O), un gaz à effet de serre. Les vitesses relatives de ces différentes réactions dépendent 
de nombreux facteurs comme la biodiversité, les taux de dépôts, le passé des sols et ses 
propriétés (teneur en matières organiques, compaction, humidité, température, pH etc.). 
Cycle du soufre  
De la même façon que pour l’N, le cycle du S est en partie dépendant des conditions 
environnementales (humidité, température, pH etc.) et de la biomasse microbienne. Le S sous 
ses formes organiques représente jusqu’à 99% du S total disponible dans les sols. Le profil de 
disponibilité en S dans le sol suit généralement celui de la concentration en matière organique 
(Probert, 1980). Les formes organiques de S peuvent être regroupées en deux classes, avec 
d’un côté l’atome de S sous sa forme oxydée et de l’autre l’atome de S sous sa forme réduite. 
Seulement 1,5 à 5% du S organique des sols est représenté par la biomasse microbienne (Wu 
et al., 1993; Banerjee & Chapman, 1996).  
Les protéines et les acides aminés représentent la plus grande partie du S de cette biomasse 
(Banerjee & Chapman, 1996). La biomasse microbienne est relativement instable, et son 
évolution dépend de la température et de l’humidité du sol ainsi que de sa compaction (Gupta 
& Germida, 1989). Néanmoins, la biomasse microbienne représente la principale source de 
renouvellement du S du sol. Généralement, l’application de matière organique sur les terres 
cultivables augmente la quantité de biomasse et parallèlement le S d’origine microbienne.  
Le S sous forme minéral est donc généralement moins abondant dans les sols que le S 
organique. Il est disponible sous forme de dihydrogène de S (H2S) provenant des éruptions 
volcaniques, des échanges de gaz avec l’océan et de la décomposition de matière organique. 
Il faut en outre prendre en compte les rejets industriels (SO2 et SO42-), générés par la 
combustion d’énergies fossiles. Le dioxyde de S est généralement oxydé en dioxyde de S (SO2) 
puis en acide sulfurique (H2SO4) qui va être déposée sur les sols par les pluies. De même que 
pour les réactions de nitrification, l’acide sulfurique possède un fort pouvoir acidifiant. Le 
sulfate est la forme de S minéral majoritaire dans les sols. Le S peut précipiter sous forme de 
sulfate de calcium, de magnésium ou de sodium. Une quantité maximum de SO42- peut être 
obtenue dans les couches supérieures des sols par application de fertilisants contenants du 




et al., 1999), sans doute à cause de la concentration plus forte en matière organique des 
couches supérieures. Il reste néanmoins difficile d’évaluer l’adsorption et la désorption du 
sulfate par les sols mais une saturation des sols peut être observée. Lorsque cette saturation 
est atteinte, le sulfate excédentaire est lessivé sous forme ionique, pouvant emporter avec 









De la même façon que pour l’N, le S peut être absorbé par la plante, sous forme de dioxyde 
de S par les feuilles et sous forme de sulfate par les racines (Figure 11). Le S est indispensable 
à la synthèse des acides aminés soufrés (cystéine et méthionine). Un excès de S peut être 
toxique pour les plantes mais à l’heure actuelle et avec les mesures de réduction d’émissions, 
la toxicité du S est principalement indirecte et due à son pouvoir acidifiant. Tandis que la 
réduction importante des dépôts atmosphériques de S en Europe a permis de revenir à des 
valeurs préindustrielles (Eriksen, 2009), une carence en S peut être observée dans les sols de 
certaines zones agricoles. Pour la première fois dans l’histoire de l’agriculture, des symptômes 
de carence en S sont observés au niveau des cultures (Pedersen et al., 1998). On observe donc 
depuis les années 1990 et en parallèle de la diminution des émissions de S, une augmentation 
Figure 11 – Schéma du cycle du 
S dans les écosystèmes 
terrestres et aquatiques. 
Flèches violettes : émissions 
vers l’atmosphère. Flèches 
hachurées : réactions 
biochimiques. D’après Prescott 





constante de l’utilisation d’engrais à base de S dans ces mêmes pays européens. La déficience 
en S des plantes de culture n’a été mise en évidence que récemment (Scherer, 2001). Des 
quantités de S suffisantes aux besoins des plantes de culture étaient généralement apportées 
de manière fortuite, lors de l’utilisation de fertilisants azotés par le biais du sulfate 
d’ammonium par exemple. La pollution industrielle fournissait également une quantité 
substantielle de S aux plantes de culture par le biais des retombées atmosphériques. 
L’augmentation des rendements (qui ont parfois doublé lors des deux dernières décennies) 
entraine un appauvrissement des sols en nutriments, notamment en S (Scherer, 2001). De 
plus, les fertilisants contenant du S ont progressivement été remplacés par des fertilisants à 
haute teneur en N, P. Au cours de la dernière décennie, l’augmente des surfaces de culture 
de colza (Brassica napus L. ; espèce de la famille des crucifères ayant de forts besoins en S) 
contribue également à diminuer les teneurs en S minéral dans les sols. 
Assimilation et métabolismes de l’azote et du soufre dans la plante 
Bien que généralement faible, la disponibilité du sol en N peut considérablement fluctuer 
dans l'espace et dans le temps en fonction de facteurs tels que les précipitations, la 
température, le vent, le type et le pH du sol. Par conséquent, la forme sous laquelle l’N est 
absorbé dépend de l'adaptation de la plante aux conditions du sol. En général, les plantes 
adaptées à des pH faibles et des sols réducteurs que l'on trouve dans des forêts anciennes ou 
en toundra arctique ont tendance à prélever l’ammonium ou des acides aminés. Au contraire, 
les plantes adaptées à des pH plus élevés et des sols plus en aérobie absorbent 
préférentiellement le nitrate. Les mécanismes d’absorption de l’N interviennent au niveau du 
système racinaire où des transporteurs de nitrate agissent de manière coordonnée pour 
absorber et distribuer le nitrate au sein de la plante (Daniel-Vedele et al., 1998). Durant la 
croissance, l’N est transporté entre les organes par le biais d’un nombre restreint de 
mécanismes. Une partie de l’N organique est transportée via l’activité de transaminases et 
de glutamine-amide transférases, tandis qu’une autre partie est libérée sous forme de NH3 
qui est réassimilé par le biais de la glutamine-synthétase (Miflin & Habash, 2002). 
L’assimilation de nitrate a principalement lieu au niveau des racines de la plante et dépend 
fortement de l'âge et de la limitation de l'espace disponible pour la croissance des racines 
(Marquez et al., 2007). Le nitrate absorbé par les plantes est réduit en nitrite par des nitrate 
réductase (Rosales et al., 2011). Etant donné que le nitrite est très réactif, les cellules 
végétales le transportent immédiatement du cytosol vers les chloroplastes des feuilles et les 
plastes des racines. C’est dans ces organelles que le nitrite est alors réduit en NH4 par la nitrite 




Chez les plantes, l’ammonium est originaire de la réduction des nitrates, de l'absorption 
directe, de la photo-respiration, de la fixation de l’N gazeux (N2) ou la désamination de 
composés azotés tels que l'asparagine (Figure 12 ; Wickert et al., 2007). L’N minéral est 
d'abord réduit en ammonium, qui est la forme qui entre les voies de biosynthèse des acides 
aminés (Ruiz-capillas & Moral, 2002). L'ammoniaque issu de groupes amine est ensuite 
assimilée à la glutamine et au glutamate, qui servent à déplacer l’N organique des sources 
vers les puits. L’ammoniaque peut également être incorporée dans les acides aminés en 
utilisant les squelettes carbonés produits par d'autres voies métaboliques, telles que la photo-
respiration et la photosynthèse. L'ensemble de ces réactions catalysées par la nitrate 
réductase, sont mieux comprises en considérant cette enzyme comme un système redox avec 
une chaîne interne de transfert d'électrons (Campbell, 1999). L’urée étant l'engrais azoté le 
plus utilisé dans l'agriculture, elle joue un rôle en tant que source d'N primaire; elle est 
absorbée activement par les plantes au niveau des feuilles et des racines et est également un 
intermédiaire du catabolisme de l’arginine, responsable de la remobilisation de l’N à partir 




Figure 12 – Représentation schématique des enzymes clés impliquées dans l’assimilation de 
l'azote dans les jeunes feuilles. NR : Nitrate Réductase (NR) ; AS : Asparagine Synthétase ; NIR : 
Nitrite Réductase ; GS1 et GS2 : Glutamine Synthétases ; GOGAT : Glutamate Synthase ; CPSase : 




Le S est assimilé par la plante au niveau du système racinaire sous forme de sulfate. Il est alors 
transporté dans la plante majoritairement sous forme de sulfate mais aussi sous forme de 
cystéine qui est incorporée au glutathion. Son transport du système racinaire ou il est absorbé 
jusqu’à son assimilation dans les chloroplastes des feuilles ou des grains sous forme de 
protéines implique des enzymes de transport comme des transporteurs de sulfate et des 
transporteurs tans-membranaires. De plus le S en excès peut également être transitoirement 
stocké dans les vacuoles des cellules racinaires et foliaires sous forme de sulfate (Kataoka et 
al., 2004). Le S stocké sous forme de sulfate ou sous forme organique peut alors être 
remobilisé en cas de besoin. Les transporteurs de S sont exprimés différentièllement dans les 
différents organes de la plante et au cours de son développement et sont responsables des 
différentes étapes du transport du S dans la plante. La Figure 13 illustre les principales 
régulations du métabolisme du S dans la plante et les interactions avec les métabolismes du 




Figure 13 – Schéma du métabolisme du S chez les plantes. Une combinaison de boucles de 
rétrocontrôles transcriptionnelles et la régulation allostérique de la voie d’assimilation du S entrainent 
une coordination des métabolismes du S et de l’N. Les transporteurs de S, l’ATP phosphorylase et l’APS 
reductase (adenosine-5’-phosphosulphate reductase) sont négativement régulées par le sulfate et les 
composés organiques soufrés. L’O-acétylsérine qui s’accumule lorsque le S est limitant, régule de 
manière positive la transcription des protéines impliquées dans l’absorption et l’assimilation du sulfate. 
Une rétro-inhibition allostérique négative de la synthèse de l’O-acétylsérine empêche l’accumulation de 









Interaction entre l’azote et le soufre dans la plante 
En raison des rôles centraux de l’N et du S dans la synthèse des protéines, les métabolismes 
de ces nutriments dans les plantes sont étroitement liés. Des interactions entre les 
métabolismes de l’N et du S ont été mises en évidences dans de nombreuses études (Zhao et 
Figure 14 – Schéma du transport du sulfate dans la plante. Comme pour le nitrate, l’absorption du 
sulfate à travers la membrane plasmique est entraînée par un gradient électrochimique qui est 
maintenue par une ATPase. Le sulfate peut être stocké dans les vacuoles. La réduction de sulfate et 
son assimilation sous forme de cystéine a lieu dans les plastes des cellules racinaires et foliaires. 




al., 1993; McGrath & Zhao, 1996). Un approvisionnement pauvre en S réduit l’utilisation du 
N par la plante (Lakkineni & Abrol, 1992), augmentant ainsi le lessivage des nitrates vers les 
écosystèmes aquatiques environnants. 
Le S et l’N sont conjointement nécessaires à la synthèse des protéines, par conséquent, le 
rapport N:S dans les tissus de la plante peut refléter la capacité de la plante à synthétiser des 
protéines plus ou moins riches en S (Brunold & Suter, 1984). La carence en S entraine de 
profonds changements métaboliques, tels qu’une diminution de la synthèse de protéines et 
une accumulation de composés organiques et minéraux riches en N. Les teneurs observées 
en cystéine et méthionine chez le riz sont inférieures lors d’une carence en S, tandis que les 
métabolismes de l’asparagine et de l’arginine sont stimulés (Beaton, 1966). Une altération de 
l’activité Nitrate Reductase est observée lors d’une carence en nitrate mais également lors 
d’une carence en S dans les tissus, indiquant un rôle positif du S dans cette activité (Pal et al., 
1976). De même, un rôle de l’N a été mis en évidence (Smith, 1975) dans la régulation de 
l’assimilation du sulfate, par le biais de la régulation de l’activité de l’ATP-sulphurylase. La 
synthèse de la cystéine résultant de l’incorporation d’un groupement sulfure à l’O-
acétylsérine semble être un point de rencontre entre les métabolismes de l’N et du S (Hesse 
et al., 2004).  
Remobilisation de l’azote et du soufre vers le grain 
Remobilisation de l’azote vers le grain 
Les protéines des feuilles et en particulier les protéines photosynthétiques de plastes sont 
dégradées au cours de la sénescence, offrant une source d'N que la plante peut utiliser pour 
compléter l'alimentation des organes en croissance tels que les nouvelles feuilles et les 
graines. La remobilisation de l’N vers le grain semble généralement être régulée par la source 
(Martre et al., 2003). Chez le blé, la cinétique de la teneur en Rubisco (ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygénase ; Irving & Robinson, 2006) et l’accumulation de l’N dans 
le grain (Bertheloot et al., 2008) suggèrent que pendant le remplissage du grain, la 
translocation de l’N depuis organes végétatifs est principalement limitée par la disponibilité 
du substrat dans les organes sources.  
La remobilisation de l’N a été étudiée dans plusieurs espèces végétales par la méthode de 
«remobilisation apparente». Cette méthode consiste à déterminer la quantité d'N totale 
présente dans les différents organes de la plante, à différents moments du développement, 
à l’aide d’un marquage au 15N, ce qui permet l’étude des flux d’N (Gallais et al., 2006 ;  Schiltz 




le stade végétatif, des feuilles sénescentes vers les feuilles en expansion, ou encore, pendant 
le stade reproductif des feuilles sénescentes vers les grains (Malagoli et al., 2005). Chez le 
pois, Le remplissage des graines est une phase critique car l'absorption d’N et la fixation de 
N2 diminuent au cours de la maturation de la plante et du remplissage des graines (Salon et 
al., 2001) et les feuilles, les tiges, les épis, et les enveloppes des gousses servent 
successivement de sources d’N (Cliquet et al., 1990). L'absorption et l’assimilation d’N 
pendant la phase de remplissage de la graine sont généralement insuffisantes pour satisfaire 
la forte demande de la graine en N et la remobilisation progressive qui se produit 
successivement dans les différents organes de la plante est nécessaire pour acheminer l’N 
vers la graine. La contribution du N des feuilles dans la remobilisation varie ostensiblement 
entre les espèces. Chez les céréales elle représente 50 à 90% de l’N des grains à maturité. Au 
cours de la phase linéaire de remplissage du grain la sénescence foliaire dépend 
principalement de la remobilisation de l’N vers les grains (Sinclair & de Wit, 1975; Martre et 
al., 2006). Par ailleurs, Bertheloot et al. (2008) ont pu montrer, qu’en absence d’absorption 
d’N post‐floraison, la remobilisation de l’N des différents organes végétatifs vers le grain suit 
une cinétique d’ordre un. Ces résultats vont également dans le sens d’un contrôle par les 
sources du flux d’N vers le grain. Des résultats expérimentaux suggèrent que le contrôle du 
flux d’N vers les grains par les sources s'exerce au niveau de l'accumulation des PR, qui 
représentent environ 60% du pool total des protéines du grain ; à l’inverse la synthèse des 
protéines métaboliques (environ 30% du total), dont le métabolisme est relativement 
indépendante de la disponibilité en N. 
Remobilisation du soufre vers le grain 
Chez les céréales l’N et le S requis pour la synthèse des PR du grain doivent être recrutés dans 
l’apoplasme de la cavité de l’albumen et dans le sac embryonnaire. L’apoplasme de la cavité 
de l’albumen est alimenté en métabolites par le phloème. De même, le grain en 
développement doit disposer de mécanismes de recrutement de composés soufrés et azotés 
depuis apoplasme. Les composés de l’apoplasme sont soumis aux évènements suivants: (1) 
synthèse au niveau d’un site source puis transfert vers le xylème ou le phloème; (2) transfert 
de métabolites d'abord transférés vers le xylème dans le phloème; (3) transfert du phloème 
vers l’apoplasme; (4) transfert de l’apoplasme vers le grain; (5) transformations biochimiques 
dans le grain pour former des acides aminés et (6) incorporation des acides aminés dans les 
PR du grain.  
Les principales formes de S recrutées par le grain depuis l’apoplasme sont le glutathion (et/ou 




métabolites. Le transport transmembranaire de glutathion dans les plantes a fait l’objet de 
peu d'attention, mais des résultats suggèrent que les différentes membranes cellulaires 
diffèrent dans leur perméabilité à ce métabolite. Schneider et al. (1994) ont rapporté un 
système de basse et de haute affinité pour l'absorption de glutathion réduit (GSH) dans des 
cellules de tabac en culture. Cependant, Jamai et al. (1996) ont rapporté que la cinétique de 
l'absorption des formes oxydée (GSSG) et réduite de glutathion par les cellules du mésophile 
de haricot sont en accord avec un mécanisme de co-transport de protons capable de le 
transporter sous les deux formes mais qui est plus actif pour le GSSG.  
Comme pour le transport du glutathion, peu d’études ont porté sur le transport du sulfate 
vers les grains en développement. Cependant, plusieurs transporteurs de sulfate ont été 
caractérisés chez les plantes et leur activité en relation avec la disponibilité en N et en S a été 
étudiée. Par exemple l’absorption sulfate chez Stylosanthes hamata est renforcée en 
condition de carence en S (Hawkesford, 2000). Ceci est associé à une augmentation de 
l’expression de deux transporteurs de sulfate de haute affinité (SHST1 et SHST2). La plupart 
des organes de la plante sont impliqués à un certain stade de développement dans le 
chargement et/ou l’absorption du sulfate du phloème. Cela soulève la question de savoir si 
de tels transporteurs pourraient être impliqués dans le transfert du sulfate des 
compartiments apoplastiques internes jusqu’au grain en développement. 
La redistribution du S des tissus végétatifs vers le grain est moins importante pour le S que 
pour l’N. Cette observation se reflète sur le l’indice de récolte (proportion d’un nutriment dans 
le grain par rapport aux tissus foliacés) qui est de 0.4 à 0.5 pour le S chez le blé contre 0.7 à 
0.8 pour l’N. L’N remobilisé par le grain depuis les feuilles et la tige représente environ 70% 
du N total du grain tandis que cette proportion est inférieure à 50% pour le S (Hocking & 
Steer, 1983). Une étude plus récente (Monaghan et al., 1999) montre que le S remobilisé dans 
le grain provient pour 14% de S absorbé au stade précoce d’extension de la tige (GS 12-32); 
pour 30% de S absorbé entre le stade précoce d’extension de la tige (GS 32-39); pour 6% de 
S absorbé entre le stade d’extension de la tige et l’anthèse (GS 39-69); et pour 50% de S 
absorbé après l’anthèse (GS 69-92). Les résultats de cette étude suggèrent donc que 
l’approvisionnement en S est important à la fois avant et après l’anthèse.  
La majorité du S présent dans les grains matures est sous forme de glutathion, de cystéine et 
de méthionine. A la différence des tissus végétatifs dont le sulfate représente jusqu’à 50% de 
la teneur en S, le sulfate ne représente que 1 à 5% de la teneur en S du grain. Byers et al. 




de blé et montré qu’une carence en S diminuait la teneur en acides aminés soufrés (cystéine 
et méthionine) avec un effet plus important sur la cystéine que la méthionine. La déficience 
en S entraine également une augmentation de la teneur en asparagine et/ou en acide 
aspartique. La méthionine n’étant pas l’acide aminé le plus limitant, l’effet de la disponibilité 
en S sur la composition protéique du grain pourrait être moins important si la teneur en autres 
acides aminés n’était pas affectée. En outre, il a été mis en évidence que la carence en S 
diminuait également la teneur en lysine et en thréonine, particulièrement en condition de 
fort approvisionnement en N.  
ACCUMULATION DES PROTEINES DE RESERVE ET NUTRITION AZOTEE ET SOUFREE 
La germination du grain et la croissance de la plantule s’effectuent au dépend des composés 
stockés dans le grain jusqu’à ce que la plantule puisse subvenir à ses propres besoins en C et 
autres éléments par le biais de la photosynthèse et de l’absorption minérale au niveau du sol. 
Ainsi, une activité fondamentale du développement du grain est d’accumuler des éléments 
essentiels et de les incorporer à des composés de stockage. Quantitativement, le C et le plus 
important, les autres éléments comme l’N et le S sont requis en quantités inférieur mais ne 
sont pas moins indispensables.  
La régulation de la synthèse des PR du grain chez les céréales dépend de nombreux facteurs 
tant génétiques qu’environnementaux. Il est aujourd’hui considéré que cette régulation 
s’effectue principalement au niveau transcriptionnel, et un certain nombre de facteurs cis- et 
trans- de cette régulation ont été décrits. L’interaction dans des réseaux de régulations 
transcriptionnelles de ces facteurs reste néanmoins peu connue. Nos connaissances sur les 
signaux moléculaires et environnementaux auxquels ces facteurs répondent restent limitées. 
Seule la régulation par la nutrition azotée des FT interagissant avec le motif GLM a été mise 
en évidence in vitro (Müller et Knudsen, 1993).  
L’analyse des protéines, métabolites et transcrits à l’échelle du génome (approche –omique) 
permet aujourd’hui d’étudier ce type de réseaux de régulation de manière globale (approches 
systémiques) via la mise en œuvre d’outil mathématiques et informatiques d’inférence de 
réseaux de régulation. C’est ce type d’approche que nous avons mis en place. 
Développement du grain et accumulation des PR chez le blé 
L’art de la panification a été établi par l’homme il y a environ 4 000 ans et le pain est depuis 




la mouture de grains de blé possède des caractéristiques de cuisson nettement supérieures à 
celles d’autres céréales comme l’orge ou le seigle (Secale cereale L. Dewettinck et al., 2008).  
Les PR s’accumulent de manière spécifique dans l’albumen du grain, à maturité elles 
représentent 60% à 80% des protéines totales du grain. L’accumulation des PR est en fait 
essentiellement déterminée par la disponibilité en N, C et S au cours de la phase de 
remplissage du grain (Shewry et al., 2001; Triboï et al., 2003a; Weichert et al., 2010). La 
diversité des utilisations du grain découle des propriétés rhéologiques uniques de ces PR qui 
mélangées à l’eau forme un réseau viscoélastique : le gluten. Les propriétés de ce réseau qui 
sont exploitées dans la plupart de ses utilisations industrielles. Les propriétés technologiques 
du gluten sont déterminées d’une part par le type des PR (caractéristique des variétés ; 
Branlard et al., 2001) leur composition et l’état d’agrégation (déterminés principalement par 
les conditions agro-climatiques ; Lafiandra et al., 1999), d’autre part. L’étude scientifique des 
protéines du grain remonte à plus de 250 ans, avec les premières protéines du gluten isolées 
en 1745 par Beccari. Classiquement, on distingue trois classes de protéines chez le blé : (1) 
les albumines-globulines, protéines métaboliques et structurales solubles dans un tampon 
salin ; (2) les gliadines, PR monomériques solubles dans une solution alcoolique diluée ; et (3) 
les gluténines, PR polymériques solubles dans des solutions basiques diluées et le sodium 
dodecyl sulfate. L’analyse des PR en électrophorèse monodimensionnelle permet de 
distinguer quatre classes de gliadines (α/β, γ, ω1,2 et ω5) en fonction de leurs séquences 
d’acides aminés et leurs poids moléculaire (Wieser, 2007). On distingue également deux types 
de sous-unités de gluténines, de haute (HMW-GS) et faible (LMW-GS) masse moléculaire 
(Shewry & Halford, 2002). Les gluténines jouent un rôle dans l’acquisition des propriétés 
élastiques de la pâte, tandis que les gliadines contribuent à sa viscosité en lui conférant un 
caractère extensible. Les loci qui codent pour ces protéines ont été très largement étudiés. 
Des relations directes entre la composition allélique aux loci des PR et les propriétés 
fonctionnelles de la farine ont été décrites en détail (e.g. Branlard et al., 2001; Eagles et al., 
2002; Békés et al., 2006). 
Ces différentes PR ont des teneurs en acides aminés soufrés très différentes et peuvent être 
classées en deux classes : les protéines riches et les protéines pauvres en S (Table 4). Cette 
classification est importante du fait du rôle des acides aminés soufrés (en particulier la 
cystéine qui permet la formation de ponts disulfures intermoléculaires) sur les propriétés 
technologiques des PR. Au cours de la germination du grain, elles fournissent les acides 
aminés essentiels au développement de la plantule. Les PR sont le produit de gènes de 




portés par le groupe de chromosome 1 au locus Glu-1, chaque locus code pour 2 gènes de 
HMW-GS appelés x et y. L’organisation des gènes et loci codant pour les autres PR est 
beaucoup plus complexe et le nombre de gènes codant à chacun de ces loci n’est pas connu 
avec précision (Shewry et al., 2003). 
 
Table 4 – Composition en S et rapport N:S pour les différentes classes de PR. D’après Verlag et al. 
(2001). 
Protéine 
Acides aminés (nombre)   Rapport N:S 
Total Cystéine Méthionine  mol/mol Poids/poids 
HMW-GS 842 4 3   170.1 74.4 
LMW-GS 354 8 6  39.3 17.2 
α/β-Gliadine 243 5 2  47.0 20.6 
γ-Gliadine 292 9 6  27.3 11.9 
ω-Gliadine 330 0 0   ∞ ∞ 
 
Les PR n’ont pas de fonction métabolique connue. Elles sont dégradées au moment de la 
germination et durant le développement précoce de la plantule par des protéases néo 
synthétisées ou activées au cours de la germination, puis utilisées comme source d’acides 
aminés (Wilson et al., 1986). Les PR s’accumulent de manière spécifique dans l’albumen. Elles 
commencent à s’accumuler vers 250°Cj après floraison et jusqu’à la fin de la phase 
d’accumulation des réserves. Le stade 250°Cj apparait comme un point charnière dans le 
développement du grain car il correspond à la fin des divisions cellulaires dans l'albumen et 
au début de la synthèse des PR (Triboï et al., 2003b). Toutes les PR ne s’accumulent pas au 
même moment lors de la phase de remplissage (Gupta et al., 1996), en conséquence la 
composition en protéines du grain évolue au cours de cette phase. L’accumulation des PR est 
relativement peu affectée par la température (Daniel & Triboï, 2001) et la disponibilité en eau 
(Panozzo et al., 2001) au cours du développement du grain. Ces facteurs de l’environnement 
modifient par contre significativement l’agrégation des PR au cours de la phase de 
dessiccation du grain. L’accumulation des PR est en fait essentiellement déterminée par la 
disponibilité en N et S au cours de la phase de remplissage du grain (Triboï et al., 2003b; 
Wieser et al., 2004). 
AZOTE, SOUFRE ET COMPOSITION EN PROTEINES DE RESERVE 
Il existe des relations allométriques entre la quantité de chaque classe de PR et la quantité 




réseaux de régulation métaboliques et géniques (Triboï et al., 2003b; Ravel et al., 2009). Un 
tel réseau a d’ailleurs été élucidé chez l’orge (Rubio-Somoza et al., 2006a,b). La teneur en S 
et le rapport N:S du grain sont des indicateurs de la distribution des macropolymères du 
gluten qui gouvernent les propriétés rhéologiques de la pâte (Zörb et al., 2009).  
La teneur et la composition en PR dans les grains matures sont particulièrement affectées par 
la disponibilité en N et S. L’N est le principal déterminant de la teneur en PR puisqu’il existe 
une corrélation positive entre la disponibilité en N et la teneur en PR (Shewry et al., 2001; 
Triboï et al., 2003b; Chope et al., 2014). D’un autre côté, la carence en S aboutit à une 
diminution de la teneur en PR riches en S, tandis que par un effet de compensation, la teneur 
en PR pauvres en S augmente, n’influant ainsi pas sur la teneur totale en PR du grain (Higashi 
et al., 2006; Zörb et al., 2010). De plus, un rapport de disponibilité N:S trop élevé induit une 
réponse du grain similaire à une carence en S (Wieser & Seilmeier, 1998).   
Malgré l’importance du rapport N:S sur la valeur d’utilisation du grain, nous disposons de peu 
de connaissances sur les mécanismes moléculaires sous-jacents à cette régulation. Au niveau 
de la régulation transcriptionnelle, l’apport d’N après anthèse aboutit à une augmentation 
des teneurs en ω-, α/β- gliadines et HMW-GS tandis que les teneurs en γ-gliadines et LMW-
GS sont peu affectées (DuPont et al., 2006; Altenbach & Kothari, 2007; Wan et al., 2014). Il 
est admis aujourd’hui que l’N agit au moins en partie, au niveau transcriptionnel, dans une 
réponse relayée par des éléments de régulation présents dans les promoteurs des PR (Müller 






Peu de choses sont en revanches connues quant à la régulation transcriptionnelle des PR en 
fonction de la disponibilité en S. Chez le soja par exemple, une carence en S peut aboutir à 
une augmentation de la teneur en certaines PR pauvres en S par le biais d’une régulation 
transcriptionnelle (Hirai et al., 1995). Chez A. thaliana en revanche, bien que l’expression des 
gènes codant pour des PR pauvres en S soit activée lors d’une carence en S, la composition 
finale du grain ne semble pas affectée, suggérant l’intervention de mécanismes de régulation 
Figure 15  - Quantité de protéines métaboliques‐structurales (a), gliadines (b), et gluténines (c) en 
fonction de la quantité totale d’N par grain. Grains de blé tendre en cours de développement (cv. 
Thésée) cultivés au champ à Clermont‐Ferrand à différents niveaux de nutrition azotée (ronds) et en 
conditions semi‐contrôlées avec différentes températures (triangles) et régimes hydriques (carrés). Les 
inserts montrent les relations allométriques d’allocation pour les grains matures. (d) Pourcentage de 
protéines métaboliques‐structurales (symboles ouverts), gliadines (symboles grisés), et gluténines 




post-transcriptionnels ou post-traductionnels (Higashi et al., 2006). Ce manque d’information 
est encore plus flagrant chez le blé, qui a pourtant un caractère d’intérêt majeur. Des études 
ont mis en évidence que la carence en S induit des changements d’expression de gènes 
impliqués dans le transport et l’assimilation du S (Buchner et al., 2010; Ciaffi et al., 2013). 
Chez le blé, un seul gène, nommé sdi1 pour S-deficiency induced a été fonctionellement 
caractérisé (Howarth et al., 2009). Il reste donc encore tout à découvrir concernant les 
mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la composition des PR chez le grain 
de blé. 
Contrôle transcriptionnel de l’expression des gènes des protéines de 
réserve 
Chez les organismes eucaryotes, la régulation de l'expression des gènes se déroule à travers 
des mécanismes qui sont fondamentalement différents de ceux des procaryotes, ce qui 
explique à la fois le grand nombre et la diversité des protéines qui sont impliquées dans ce 
processus. Le processus de régulation de l’expression des gènes peut être régulé finement 
afin de faciliter la diversité des niveaux d’expression des gènes qui est nécessaire à la 
complexité biologique (Struhl, 1999). Chez un procaryote comme E. coli, la régulation de 
l’expression des gènes est non-restrictive, c’est à dire que l’accès de la RNA polymérase à 
l’ADN n’est pas limité. En outre, il a été estimé que la structure globale du réseau de 
régulation des gènes d’E. coli possède une faible complexité. Chez E. coli, un FT serait en 
moyenne impliqué dans la régulation de trois gènes tandis qu’un gène serait en moyenne 
sous le contrôle direct de deux FT (Thieffry et al., 1998).  
Chez les eucaryotes en revanche, la régulation de l’expression des gènes est restrictive, l'ADN 
est empaqueté dans la chromatine, qui bloque la reconnaissance des promoteurs par la 
machinerie de transcription (Struhl, 1999; Kornberg, 1999). La dynamique de la structure de 
la chromatine (plus ou moins condensée) est donc d’importance dans la régulation de la 
transcription. En outre, les régulateurs de la transcription chez les eucaryotes fonctionnent 
suivant une logique combinatoire (un moyen efficace d'augmenter le nombre et la diversité 
des activités de régulation des gènes) et la complexité des réseaux de régulation peut être 
grande. Cette logique combinatoire et synergique découle de la nature complexe des 
éléments cis- des promoteurs eucaryotes. La coexistence de plusieurs éléments cis-, souvent 
adjacent, entraine des interactions complexes entre les FT qui se lient à ces éléments. En 
outre, les interactions directes entre les FT ne sont pas le seul mécanisme moléculaire par 




ils peuvent également interagir avec d'autres composants de la machinerie transcriptionnelle 
ou même avec d'autres classes de protéines de régulation. C’est dans le cadre de cette logique 
de régulation combinatoire par les FT que nous avons mis en place une étude spécifique des 
séquences promotrices de certains gènes codants pour les PR (publication 5). 
Globalement, les protéines impliquées dans la transcription chez les eucaryotes peuvent être 
classés en quatre groupes fonctionnels différents: (1) la machinerie transcriptionnelle de base 
et les facteurs intrinsèques associés (également connus en tant que facteurs de transcription 
généraux); (2) les co-activateurs et autres cofacteurs; (3) les FT spécifiques de domaines de 
liaison à l'ADN ; et (4) des protéines associées à la structure de la chromatine. Par contraste 
avec les composants de la machinerie transcriptionnelle de base, qui sont généralement 
hautement conservés, les co-régulateurs et FT ont divergé plus largement entre les 
eucaryotes.  
L'expression des gènes est donc régulée par différents mécanismes, la régulation par les FT 
étant le plus étudié. Ces protéines de liaison à l'ADN contrôlent l'expression des gènes en 
interagissant avec des éléments cis-régulateurs dans les promoteurs de leurs gènes cibles. Les 
domaines de liaison à l'ADN sont en général fortement conservés entre les espèces de sorte 
que leurs caractéristiques sont utilisées pour classer les FT en familles (Figure 16). Le contrôle 
transcriptionnel de l'expression des gènes influe sur de nombreux processus biologiques. Les 
FT peuvent être classés en familles selon leur(s) domaine(s) de liaison à l’ADN. Chaque lignée 
eucaryote a inventé une fraction importante de ses propres FT. Les domaines de liaison 
d'ADN, qui sont conservés tant en terme de séquence que de structure, ont été réarrangés 
de différentes façons afin de créer de nouvelles protéines. Dans de nombreux cas, les familles 
qui sont communes aux trois règnes interviennent dans des processus nouveaux ou différents 
dans chacune des lignées. 
Chez les plantes, la proportion des gènes codant pour des FT est d’environ 5 à 7% (Riechmann 
& Ratcliffe, 2000; Riechmann, 2000). Le séquençage des génomes végétaux modèles a permis 
d’identifier de nombreux gènes codant pour des FT. 1 533 FT ont par exemple été identifiés 
dans le génome d'A. thaliana (Riechmann, 2000) et classés en 34 familles. Environ 45% des 
FT d’A. thaliana appartiennent à des familles spécifiques des plantes (Riechmann, 2002). Chez 
le riz  1 611 FT appartenant à 37 familles ont été identifiés (Xiong et al., 2005) La plupart des 
familles de FT sont de tailles similaires chez le riz et A. thaliana (Xiong et al., 2005). Chez le 







Des analyses de transcription in vitro (Evans et al., 1984; Walling, 1986; Nielsen & Dickinson, 
1989) ont révélé que l'expression des PR est principalement contrôlée par la régulation 
transcriptionnelle au cours de la phase de remplissage du grain. L’analyse fonctionnelle de 
promoteurs de PR spécifiques de l’albumen chez l’orge et d’autres céréales a permis 
Figure 16  – Relations entre les différentes familles de FT identifiées chez A. thaliana. Les familles 
sont représentées par des cercles dont la taille est proportionnelle au nombre de membres qu’elles 
comportent. Les domaines partagés entre les différentes familles et qui permettent donc de les relier 
sont représentés par des rectangles dont la taille est proportionnelle à la longueur du domaine. Les 
domaines de liaison à l’ADN sont colorés tandis que les autres domaines (domaines d’interaction 
protéine-protéine par exemple) sont représentés par des motifs hachurés. Les lignes en pointillés 





d’identifier des cis-motifs conservés. Au moins six éléments cis conservés ont été identifiés 
au niveau des promoteurs. Le plus important est l’endosperm box (EB), un motif tri-partite 
constitué de l’élément GCN4-Like Motif (GLM), de la Prolamin Box (PB ; Colot et al., 1987) et 
du motif AACA/TA ; le motif GARE (Gibberellic Acid Responsive Element) caractérisé par la 
séquence AACA (Gubler & Jacobsen, 1992; Zheng et al., 1993) ; le motif GATA (Rubio-Somoza 
et al., 2006a) ; et le motif RY-element (Moreno-Risueno et al., 2008) qui est un cis-motif 
impliqué dans diverses régulations au niveau du grain. Le motif GCNA semble être l’élément 
cis dominant mais des interactions synergétiques avec d’autres motifs est nécessaire pour 
une régulation positive par l’N. Un faible niveau d’N semble transformer le motif GCNA en 
motif répresseur (Müller & Knudsen, 1993).  
Plusieurs FT ont été mis en évidence dans des interactions spécifiques avec ces séquences 
promotrices. Le premier de ces FT a été décrit chez le maïs, il s’agit d’Opaque2 (Lohmer et al., 
1991), un FT de la famille des bZIP (basic leucine Zipper) se fixant de manière spécifique sur 
le motif GLM. Des orthologues à Opaque2, appelés BLZ2 (Basic Leucine Zipper) et SPA (Storage 
Protein Activator) ont été mis en évidence chez l’orge et le blé, (Albani, 1997; Ravel et al., 
2009), respectivement. Des paralogues à Opaque2 ont aussi été identifiés chez ces deux 
espèces : BLZ1 chez l’orge (Vicente-Carbajosa et al., 1998) et SHP chez le blé (Ravel et al., non 
publié). Deux FT de la famille DOF (DNA-binding with one finger) reconnaissent la PB chez le 
blé et l’orge, il s’agit de PBF (Prolamin box-Binding Factor ; Mena et al., 1998) et de SAD 
(Scutellum et Aleurone-expressed DOF ; Isabel-LaMoneda et al., 2003). Trois FT de la famille 
des MYB, GAMYB (Diaz et al., 2002), MYBS3 (Rubio-Somoza et al., 2006a), et MCB1 (Rubio-
Somoza et al., 2006b), identifiés chez l’orge et le blé reconnaissent le motif GARE. Enfin, une 
interaction entre un FT de type B3 (FUSCA3), et le motif RY des PR a également été mise en 
évidence chez l’orge (Moreno-Risueno et al., 2008). Les transcrits de FUSCA3 s’accumulent 
dans l’albumen et atteignent leur maximum au milieu de la phase de maturation du grain 
(Moreno risueno 2008) et il interagit, au niveau de sa région N-terminale avec BLZ2. Ces 
résultats suggèrent qu’il existe un mécanisme de régulation de la synthèse des PR et que ce 
mécanisme est fortement conservé chez les angiospermes (Moreno-Risueno et al., 2008). Des 
interactions bi- ou tri-partites ont été mises en évidence entre ces différents FT. Rubio-
Somoza et al. (2006b) ont proposé un modèle d’interactions entre ces FT chez l’orge. 
Des analyses transcriptionnelles de graines d’A. thaliana et d’orge (Ruuska et al., 2002; Zhang 
et al., 2004; Sreenivasulu et al., 2006) révèlent des profils d’expression similaires pendant le 
développement du grain et ont permis d’identifier des FT co-régulés qui pourraient 




ont été identifiés, à partir de banques de données d’EST (Expressed Sequence Tags ; Zhang et 
al., 2004), parmi eux, 214 sont différentiellement exprimés au cours du développement du 
grain (Sreenivasulu et al., 2006). Dans cette étude 8 gènes codant pour des protéines 
impliquées dans le remodelage de la chromatine sont regroupées dans un cluster de co-
expression avec des PR de l’orge, des inhibiteurs de protéases et 23 FT dont trois de la famille 
des NAC, deux de la famille des bHLH et des DOF. Chez le haricot, il a été constaté que la 
structure de la chromatine interagit avec la machinerie transcriptionnelle pour réguler 
l’expression des phaseolines (PR du haricot ;  Li et al., 2001).  
Autres niveaux de régulation de la synthèse des protéines de réserve 
D’autres facteurs déterminants dans la régulation du remplissage du grain ont été mis en 
évidence. La concentration de certains métabolites par exemple, comme les sucres, et plus 
précisément le rapport sucrose:hexose, qui agit comme un signal pour engager la phase de 
remplissage du grain (Weber et al., 2005). La signalisation véhiculée par le sucrose contrôle 
l’accumulation des réserves et le processus de différenciation par la régulation de l'expression 
des gènes (Gibson, 2005; Rolland et al., 2006). Les sucres et les acides aminés provenant des 
feuilles et de la tige ne servent pas seulement de substrat pour la synthèse de l’amidon et des 
protéines, ils interviennent aussi dans la régulation de l’expression des gènes et dans 
certaines voies métaboliques. Les sucres agissent comme des facteurs de croissance dans les 
graines (Finkelstein & Gibson, 2002 ; Rolland et al., 2006) bien que l’on ne connaisse pas 
encore précisément, leur rôle dans le développement de l’albumen. Un transporteur de 
sucrose, HvSUT1 a été mis en évidence dans la régulation de l’expression des PR chez l’orge 
et le blé (Weichert et al., 2010). La surexpression de ce transporteur augmente la capacité 
d’absorption de sucrose et les résultats suggèrent qu’un tel changement, par le biais d’un 
réseau de régulation impliquant la voie de biosynthèse des acides aminés et le métabolisme 
du carbone, conduit à une plus grande teneur en PR du grain. C’est une piste à considérer 
avec intérêt puisque l’on connait trois gènes de transporteurs de sucres qui sont exprimés 
dans le blé en cours de développement (Aoki et al., 2002).  
 
D’autres résultats suggèrent que les hormones jouent également un rôle. L’acide abscissique 
(ABA) est une hormone clé lors de la maturation (Finkelstein & Gibson, 2002), elle est 
nécessaire pour l'acquisition de tolérance à la dessiccation et l'entrée en dormance des 
graines. Son action dans ces processus est modulée par des effets antagonistes d'une 




signalisation par l'ABA se reflète dans ses interactions avec les masters régulateurs du 
développement du grain (ABI3, FUS3, LEC2 et LEC1). Par exemple, les niveaux d’ABA corrèlent 
positivement avec l'activité de FUS3 (Gazzarrini et al., 2004) et l'activation de gènes par FUS3 
et ABI3 est fortement renforcée par l'ABA (Parcy & Valon, 1994; Kagaya et al., 2005). 
Cependant, le remplissage du grain n'est pas déterminé uniquement par l'ABA, des contrôles 
hormonaux complexes interviennent. Par exemple, l'expression anormale de LEC2 chez A. 
thaliana active des enzymes de biosynthèse de l'auxine et des gènes de réponse à l'auxine 
(Stone et al., 2008), ce qui suggère que son action est médiée au moins en partie par la 
synthèse de l'auxine. De même, son induction provoque la régulation d'un promoteur 
sensible aux cytokines (Stone et al., 2008). LEC1 agit également de concert avec l'auxine pour 
promouvoir la différenciation embryonnaire (Casson & Lindsey, 2006). L’expression de FUS3 
est positivement régulée par l'auxine, il agit alors comme un répresseur de la biosynthèse des 
GA (Gazzarrini et al., 2004). En outre, Takaiwa et al., (2009) ont indiqué que la stabilité de 
l'ARNm des PR, la régulation de leur traduction, le repliement des protéines, les modifications 
post-traductionnelles et le renouvellement des protéines influent également le niveau 
d'accumulation de PR du grain.  
Dans une étude sur la lysine, qui est l’acide aminé essentiel le moins abondant chez les 
céréales, il a été mis en évidence chez le riz que l’expression d’une enzyme de dégradation de 
la lysine (lysine ketoglutarate reductase/saccharopine dehydrogenase, ProOsLKR/SDH) est 
directement régulée par les régulateurs transcriptionnels majeurs de la synthèse des PR, 
RISBZ1 et RPBF (Kawakatsu & Takaiwa, 2010). Des cis-motifs (prolamin box, GCN4 motif) 
similaires à ceux qui peuvent être trouvés dans les régions promotrices des gènes codant pour 
les PR sont présents au niveau du promoteur de ProOsLKR/SDH. Il semblerait que la même 
combinaison de FT et cis-motifs soit impliquée dans la régulation des PR et de ProOsLKR/SDH 
mais que le mécanisme de régulation soit différent. L’étude des liens fonctionnels qui peuvent 
exister entre les acides aminés et le métabolisme des PR doit encore être approfondie. 
Globalement, les mécanismes de régulation de la synthèse des PR sont étroitement liés aux 
mécanismes de développement du grain, pour les étudier, il est nécessaire d’analyse les 
réseaux de régulation de plusieurs fois métaboliques simultanément. Nos connaissances 
actuelles suggèrent que les métabolismes de l’N et du S sont impliqué dans ces mécanismes 
mais aussi les métabolismes des acides aminés, des sucres et des hormones. L’étude des 
régulateurs qui agissent en amont de ces voies métaboliques permettra d’étendre nos 
connaissances. Une étape importante dans la caractérisation de ces mécanismes est 




d’obtenir une vision plus globale de ces mécanismes en rapport avec la nutrition et le 
rendement, il est important de les étudier au niveau de la plante entière (Götz et al., 2007). 
Ce sont ces observations, entre autres, qui ont motivé l’approche mise en place dans le cadre 
de cette thèse. Les publications 3 et 4 s’inscrivent directement dans cette approche 
systémique des mécanismes de régulation de la synthèse des PR, en partant de la plante 
entière, en donnant une importance prépondérante aux FT et en observant conjointement le 





CONCLUSION DE LA SYNTHESE ET STRATEGIE D’ETUDE 
L’étude bibliographique nous a permis de mettre en évidence que la synthèse des PR est 
soumise à des régulations transcriptionnelles spatiales et temporelles auxquelles peuvent 
s’ajouter des régulations post-transcriptionnelles. De nombreuses études ont démontré que 
la synthèse des PR est essentiellement régulée au niveau transcriptionnel. Ces mécanismes 
de régulation transcriptionnelle des PR sont conservés, au moins en partie, chez les 
dicotylédones et monocotylédones (Fauteux & Strömvik, 2009). La régulation 
transcriptionnelle met en jeu des séquences généralement courtes et bien conservées au 
niveau des promoteurs des gènes (cis-motifs) sur lesquelles se fixent de manière spécifique 
des protéines régulatrices (éléments trans-), les FT. Différents FT concourent généralement à 
la régulation d’un même gène, permettant ainsi d’intégrer des signaux de régulation 
multiples. 
Bien que la teneur et la composition en PR reposent sur un déterminisme génétique, il existe 
des facteurs environnementaux capables d’altérer largement ces variables déterminantes 
pour la valeur d’utilisation du grain. L’accumulation des PR est relativement peu affectée par 
la température et la disponibilité en eau (Panozzo et al., 2001) au cours du développement 
du grain. Ces facteurs de l’environnement modifient par contre significativement l’agrégation 
des PR au cours de la phase de dessiccation du grain. L’accumulation des PR est en fait 
essentiellement déterminée par la disponibilité en N et S au cours de la phase de remplissage 
du grain. Triboi et al. (2003) ont mis en évidence des relations allométriques entre la quantité 
de chaque classe de PR et la quantité d'N (protéines) totale par grain. Ces relations suggèrent 
que la synthèse des PR est finement régulée par des réseaux de régulations métaboliques et 
géniques (Triboï et al., 2003a; Aguirrezábal et al., 2009; Ravel et al., 2009; Plessis et al., 2013). 
De plus, un certain nombre d’études mettent en évidence la disponibilité en S comme un 
facteur déterminant de la composition en PR et capable dans certaines conditions d’agir en 






L’étude bibliographique met donc en exergue le caractère systémique de la régulation de la 
synthèse des PR chez les céréales. Nous avons aussi constaté que les mécanismes 
moléculaires sous-jacents à ce système de régulation ont rarement été étudiés. Les études 
les plus détaillées concernent le réseau de régulation mis en évidence chez l’orge (Rubio-
Somoza et al., 2006a, b). Une review proposée par Verdier et Thompson (2008) permet 
d’exposer le caractère systémique de cette régulation chez les dicotylédones, avec 
notamment l’implication de différentes hormones (auxine, cytokinine, GA, ABA) ou 
métabolites (rapport hexose:sucrose). Une partie de nos connaissances sur le réseau de 
régulation de la synthèse des PR peut être synthétisée dans le réseau proposé en Figure 17. 
C’est ce réseau ainsi que les voies métaboliques qui l’entourent que nous avons exploré dans 
ce travail de thèse.  
La plupart des études mettent en avant le caractère presque intégralement transcriptionnel 
dans la régulation de la synthèse des PR. C’est pour cette raison que des expériences 
transcriptomiques ont été mises en place, afin de suivre l’expression des gènes au cours du 
développement du grain et dans différentes conditions de disponibilité en N et en S. l’analyse 
des résultats de ces expériences de transcriptomique nécessite que l’on connaisse la fonction, 
au moins hypothétique d’un maximum de gènes. Or, le génome du blé n’est pas encore 
séquencé et la fonction d’une très grande majorité de ses gènes n’est pas encore identifiée. 
Afin de tirer le maximum d’information des données transcriptomiques, nous avons mis en 
place un outil d’annotation des séquences utilisées pour concevoir une puce à ADN développé 
précement laboratoire (Rustenholz et al., 2011). L’outil, présenté dans la publication 1, 
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possède de nombreuses fonctionnalités et nous a facilité l’annotation des gènes qui sont 
apparus dans les réseaux que nous avons inférés.  
Une approche multi-échelles semble mieux adaptée afin d’inférer au mieux les réseaux 
impliqué dans la régulation de la synthèse des PR. Le caractère systémique de cette régulation 
nécessite une approche prenant en compte les niveaux de régulation transcriptomiques, 
protéomiques et métabolomiques. Ainsi, toujours dans un contexte méthodologique, nous 
nous sommes proposé d’étendre une approche d’inférence de réseaux (Agier et al., 2007) 
ayant déjà été appliquée à des données biologiques. Pour répondre aux besoins de la biologie, 
nous nous sommes assurés que les réseaux d’interactions inférés possèdent bien une 
topologie scale-free représentative des réseaux biologiques complexes. Cette extension de 
l’approche permet d’avoir un contrôle maximum sur les sémantiques de recherche de liens. 
La plateforme et l’approche ainsi étendue sont présentées en détails dans la publication 2.  
Dans un second temps, nous avons mis en application les outils méthodologiques développés 
dans le cadre d’une étude transcriptomique du développement du grain de blé. Les résultats 
de cette étude sont présentés dans la publication 3. Pour ce faire, nous avons tout d’abord 
mis à profit une expérience transcriptomiques de différents organes de la plante (Rustenholz 
et al., 2011) afin de dégager les spécificités du transcriptome du grain et identifier les FT 
spécifiquement exprimés dans le grain. La mise à profit d’une seconde expérience de 
transcriptomique (Romeuf, 2010) portant sur une cinétique de développement du grain nous 
a permis de mettre en évidence que la reprogrammation transcriptomique qui intervient 
entre les grandes phases de développement du grain est à l’origine portée par une 
reprogrammation de l’expression des FT. L’utilisation d’une troisième expérience 
transcriptomique portant sur le développement du grain dans différents niveaux de 
disponibilité en N et en S nous a permis d’observer l’influence du N et du S sur le 
transcriptome du grain.  
La dernière publication présentée dans cette thèse (publication 4) est une étude systémique 
du développement du grain de blé dans différentes conditions d’approvisionnement en N et 
S. Des données transcriptomiques mais aussi protéomiques et métabolomiques ont été 
utilisées pour réaliser cette étude nous a permis d’étudier les régulations à l’origine des 
relations d’allométrie observées entre le niveau d’N total du grain et la composition en PR. 
Elle nous à également permis d’observer le comportement du métabolisme des acides aminés 




d’observer l’effet sur le transcriptome, le protéome et le métabolome, d’un 
réapprovisionnement en N ou S au cours de la phase de remplissage du grain.  
Dans sa globalité, cette thèse est surtout une étude exploratoire permettant d’évaluer 
l’efficacité d’une méthode d’inférence de réseaux pour étudier le caractère systémique de la 
régulation de la synthèse des PR. L’ordre des publications matérialise cette approche 
intégrative, avec tout d’abord une partie méthodologique sur l’annotation fonctionnelle 
(publications 1) et l’inférence de réseaux (publications 2). Une partie d’analyse 
transcriptomique tirant notamment partie des outils méthodologiques développés 
(publication 3). Enfin une analyse globale de la régulation de la synthèse des PR à plusieurs 
niveaux de régulation (publication 4). La publication 5 qui est présentée en annexe est une 
analyse fonctionnelle des séquences promotrices des HMW-GS. A terme nous pourrions 
imaginer de combiner nos connaissances des FT et des séquences promotrices de ces PR afin 
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La base de données qui a été développée intègre plusieurs sources de données : les données 
d’annotation disponibles pour A. thaliana et le riz comme présentées dans l’article, mais aussi 
les données d’annotation fonctionnelle du maïs. Les homologies entre les séquences de ces 
organismes et les différentes séquences de blé tendre (UniGene et TriFLdb) sont également 
stockées dans la base de données, permettant de lier rapidement les séquences de blé aux 
annotations fonctionnelles disponibles dans les différents systèmes d’annotation utilisés. Par 
conséquent, cette base de données représente une ressource adaptée à l’annotation 
fonctionnelle de ces séquences par homologie. La base de données fournit une solution 
efficace et rapide pour obtenir un large éventail d'informations fonctionnelles et peut 
contribuer de manière significative à l'analyse des données de séquences produites dans les 
projets de transcriptomique appliqués au blé tendre.  
L’intégration des quatre systèmes d’annotation fonctionnelle présentés et des FT (Figure I-1) 
permet d’interroger la base de données de deux façons distinctes. D’une part elle permet 
d’annoter facilement une liste de séquences de blé, d’autre part elle permet, à l’inverse, de 
trouver une liste de séquences de blé possédant une fonction commune. Des requêtes 
prédéfinies sont disponibles sur une page web dédiée à l’interrogation de la base de données 
(Figure I-2) tandis que les requêtes plus complexes peuvent être effectuées directement par 
le biais de MySQL.  
La qualité de l’annotation fournie par cette méthode a été évaluée par plusieurs analyses. 
Tout d’abord par la comparaison de l’annotation MapMan de toutes les séquences de blé 
présentes dans la base de données, à savoir l’UniGene version 60 et TriFLdb comme présenté 
dans la Figure I-3 mais aussi avec les version 58, 59 et 60 de l’UniGene (données non 
présentées) et avec l'annotation des séquences d’A. thaliana, de riz (Figure I-3) et de maïs 
(données non présentées). Les résultats suggèrent qu’il n’existe pas de biais fonctionnel 
significatif entre les différents organismes et les pourcentages de gènes dans les différentes 
catégories fonctionnelles pour les trois espèces sont bien corrélés. Des résultats similaires ont 
été obtenus avec l’utilisation des autres systèmes d’annotation (données non présentées). 
Ensuite, afin de valider l’objectif affiché de la base de données, nous avons utilisé les données 
transcriptomiques obtenues sur une cinétique de développement du grain (132 à 686°Cj 
après floraison). Nous avons analysé l'annotation fonctionnelle des transcrits sur-exprimés 
soit pendant la phase précoce de développement du grain de blé, soit pendant la phase 
d’accumulation des PR. Un groupe de 238 gènes contenait les gènes sur-exprimés pendant la 
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phase précoce de développement du grain tandis qu’un autre groupe de 195 contenait les 
gènes sur-exprimés pendant la phase d’accumulation des réserves (Figures I-4A et I-4B). La 
base de données a ensuite été utilisée pour obtenir l’annotation fonctionnelle des gènes de 
ces deux groupes.  
L’utilisation des seuils d’homologie recommandés par l’IWGSC (International Wheat Genome 
Sequencing Consortium) a permis d’annoter 68 (29%) transcrits spécifiques de la phase 
précoce de développement du grain et 129 (66%) transcrits spécifiques de la phase 
d’accumulation des réserves (figure I-4C). Les résultats obtenus, qui coïncident avec des 
résultats obtenus chez d’autres espèces proches permettent à la fois de valider l’annotation 
mais aussi et surtout de préparer les analyses pour la suite du travail de thèse. 
L’objectif de la base de données n'est pas de se limiter aux organismes déjà intégrés mais de 
s’'étendre pour inclure des données provenant d'autres génomes d'espèces végétales dont 
les données d’annotation fonctionnelle s’accumulent afin de fournir des résultats plus 
consistants. Enfin, l'intégration d'un outil de recherche d’homologie (BLAST) directement 
dans le workflow de la base de données permettra aux utilisateurs d'annoter leurs propres 
séquences et rendra également dbWFA utilisable pour d'autres espèces. 
L’inférence de réseaux dans cette thèse devant être réalisée à l’échelle du transcriptome, ou 
dans certains contextes, à l’échelle de quelques centaines ou milliers de gènes, la base de 
données permettra d’identifier rapidement les groupes de gènes jugés intéressants dans la 
suite du travail. 
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Concurrently with the increasing amount of –omics data available, a particular effort to 
provide suitable analysis tools has to be made. Unraveling molecular regulations from 
massive heterogeneous data is therefore a major challenge. Here we describe RulNet, a web-
oriented platform dedicated to the inference and analysis of regulatory networks from 
qualitative and quantitative –omics data by means of rule discovery. Queries for rule 
discovery can be written in an extended form of the RQL language, a textual query syntax 
similar to SQL. RulNet also offers users interactive possibilities to progressively adjust and 
refine the inferred networks. Here, we carried out a functional characterization of RulNet and 
inferred networks were compared with correlation-based approaches. Then the performance 
of RulNet was evaluated using the three benchmark datasets used for the transcriptional 
network inference challenge DREAM5. Overall, RulNet ranked among the best methods that 
participated to this challenge and unlikely other methods it ranked equally well for the three 
datasets. Finally, the elucidation of regulatory networks involved in the response to nitrogen 
and sulfur supply in wheat (Triticum aestivum L.) grains allowed assessing the suitability of 
RulNet to analyze experimental –omics data. Results highlight putative actors governing the 






Regulation of gene expression is defined as the spatiotemporal control of the amount of gene 
products and allows cell differentiation and efficient adaptation of living organisms to their 
environment. Out of the diverse levels of regulation, transcriptional control is  onsidered 
crucial and is conserved in eukaryotes and prokaryotes. Regulatory sequences upstream of 
genes as well as proteins able to recognize and bind specifically to these sequences, called 
transcription factors (TFs), were substantiated in the late 1960’s (Miller et al., 1968). TFs are 
themselves encoded by genes and the complex interactions between genes and TFs put 
together are called Gene Regulatory Networks (GRNs). GRNs have been inferred efficiently in 
the past decade, leading to significant breakthroughs (Shen-Orr et al., 2002; Yoon et al., 2009; 
Belcastro et al., 2011; Pan et al., 2013).However, GRNs might be considered too restrictive to 
elucidate the complex physiology of a living system. Cell physiology is now addressed more 
broadly and the overall regulatory relationships between genes, their products and the 
various molecules present in a cell are called Regulatory Networks (RNs).  
Inference of RNs is accordingly a convenient approach to elucidate the complexity of 
molecular interactions. Existing RN inference approaches can be categorized according to the 
strategy developed (De Smet & Marchal, 2010) as supervised (Mordelet & Vert, 2008) or 
unsupervised (Margolin et al., 2006), i.e. whether learning samples should be provided or not, 
and global or query driven, i.e. whether all or only a portion of the hypothetic relationships 
are inferred. Query driven approaches allow prioritizing predictions likely to be valuable in 
the context of a research. These approaches can be further divided according to the data 
mining or statistical methods they rely on to infer interactions. The most widely used 
approaches are Boolean networks (Kauffman et al., 2003; Liang & Han, 2012), Bayesian 
networks (Friedman et al., 2000), Petri nets (Küffner et al., 2000; Durzinsky et al., 2011) and 
association rule discovery(Georgii et al., 2005; Agier et al., 2007; Martinez et al., 2008). 
Several tools based on association rule discovery have been developed. For instance, 
GenMiner (Martinez et al., 2008) allows the simultaneous analysis of biological data sets such 
as gene expression or annotation, but quantitative data are preprocessed and discretized in 
the workflow. Georgi et al. (Georgii et al., 2005) also presented an approach for association 
rule discovery that uses quantitative data and allows users to specify parameters to discover 
rules matching their personal interest. These applications do not provide an integrated tool 
for the visualization and edition of inferred networks. Only a few web-oriented platforms are 




to construct networks using partially known network information. It allows loading 
heterogeneous data but lacks visualization features for resulting networks. Predictive 
Networks (Haibe-Kains et al., 2012) is an all-in-one web-oriented platform with visualization 
and analysis tools. Its workflow consists of a data- and text-mining pipeline combined with a 
seeded Bayesian network inference method. Literature mining can provide valuable 
information for model species but are less efficient when applied to less studied species. 
RulNet, presented herein relies on an integrative, query driven approach using a data mining 
method extended from Agier et al. (Agier et al., 2007). It is implemented as a web-oriented 
platform dedicated to the inference of RNs suitable for qualitative and quantitative –omics 
data. It provides users with the possibility to specify entities (genes, metabolites,…) of interest 
to discover rules involving these entities. A specific query language was integrated to RulNet 
allowing users to elaborate and perform custom queries. Each type of rules has its own 
biological meaning, thus providing users with different information. The approach can also be 
used to infer very distinct networks, e.g. between traits and genetic markers in association 
studies. This all-in-one platform allows uploading experimental data or interrogating data 
directly in a database management system (DBMS) and discovering different types of rules in 
a unifying framework. The platform has several functionalities such as validation or 
invalidation of interactions, network generation from one or two lists of components, 
parameterization of the number of intermediate components. The ultimate aim of RulNet is 
to provide biological researchers with more control over their search for interactions. 
In order to assess the efficiency and suitability of RulNet to infer RNs, we first benchmarked 
it using gold standard datasets used for the transcriptional network inference challenge 
DREAM5 (Marbach et al., 2012). Overall, RulNet ranked among the best methods that 
participated to this challenge and unlikely other methods it ranked equally well for the three 
datasets. Then we used RulNet to analyze changes in gene expression, grain storage protein 
(GSP) composition, free amino acids and key metabolites concentrations in response to 
nitrogen (N) and sulfur (S) supply for developing wheat (Triticum aestivum L.) grain. Wheat 
GSPs accumulate during the effective filling phase of grain development and account for 60% 
to 80% of the total protein content of mature grains (Gupta et al., 1996). Increased N supply 
via the use of fertilizers increases grain yield and protein concentration (Triboi et al., 2000), 
but also modifies the balance between GSP fractions, i.e. gliadins and glutenins, the most 
important single trait determining wheat end-use value (Gupta et al., 1989; Martre et al., 




composition (Wrigley et al., 1984; Shewry et al., 2000). The RN inferred highlights genes 
responsive to N and S supply as well as their links with various GSP fractions and metabolites. 
RulNet is publicly available at http://rulnet.isima.fr. Users can also download and run the 
application on their own servers or computers. 
METHODS 
Multipredicate rules and RQL language 
The notion of rules or implications is widely used in the database, data mining and artificial 
intelligence communities. A rule reflects an observation on the data. Examples of rules are 
functional dependencies (Armstrong, 1974), implications (Ganter & Wille, 1997) or 
association rules (Agrawal et al., 1993). A rule is written  and is read X implies Y, 
where X and Y are two sets of attributes (i.e. entities). A rule means that when a property 
(called a predicate) is observed on X (the left hand side or antecedent) then a property is 
observed on Y (the right hand side or consequent) in the data. The two predicates can be of 
the same type but not necessarily.  
The principle of the approach is to indicate which type of rules (semantics) to discover then 
to apply algorithms to infer all the rules satisfying this semantics in the data. The biologists 
then have to interpret the set of rules inferred and determine if they have a biological 
meaning. One may also be interested in approximate rules, i.e. rules that are not always 
satisfied in the data. This is especially true for biological data since they usually have some 
degree of uncertainty (noise or error). 
A generic SQL-like language called RQL (Rule Query Language) has been recently developed 
to specify in a simple way, rule semantics (Chardin et al., 2013). RQL allows defining 
association rules or functional dependencies on a relation but can also capture rules between 
attributes from different tables of a database, or conditional rules such as conditional 
functional dependencies (Bohannon et al., 2007; Fan et al., 2008). However, RQL is limited to 
rules with single predicate (i.e. the same condition on all the attributes of the left hand side 
implies the same condition on all the attributes on the right hand side). For instance, for exact 
association rules from a binary relation, the predicate is that the attribute has to be equal to 
1 (  if for all samples, when A = 1 and B = 1, then C = 1). For functional dependencies, 
the predicate is the equality between two values (  if for all couples of samples with 







This restriction to a single predicate may not allow reflecting all the behaviors in the data, in 
particular for biological data. Moreover, if users want to treat different types of attributes 
(quantitative, categorical or binary) a single predicate may not be used for all attributes. 
Therefore, we extended RQL where multipredicate rules (MP-rules) can be defined and 
generated. Each predicate can have a different meaning corresponding to a specific objective 
for the application domain and the type of attributes. The advantage of MP-rules, is that we 
can capture different perspectives from the data. The advantage is also that we can treat 
quantitative, categorical or binary attributes in the same process.  
To illustrate the use of MP-rules, let us consider a data set composed of three tables (Fig. 1). 
In this data set, each time A1 = 1 in table ann then M2 > 0.5 in table met. This observation can 
be represented by the MP-rule , which means that A1 = 1 guarantees M2 > 0.5 
(i.e. A1 = 1 is a sufficient condition to observe M2 > 0.5). Another exact MP-rule in this data 
set is  (i.e. if G3 > 0.5 then A1 = 0). Here A1 = 0 is a necessary condition to observed 
G3 > 0.5. 
In RulNet, a query for MP-rules has the following template: 
where the "SCOPE" line defines the tuples (rows) of the data sets on which the "HAVING" 
clause is tested. Data sets can be data files, database tables or SQL queries. The "HAVING" 
and "AND" lines define the predicates and the associated lists of attributes, respectively. The 
"WHERE" line is optional, it allows setting conditions on the tuples. For instance, in the data 
set of Figure 1, the clause WHERE t2.time = t1.time + 1 means that all the couples of 
consecutive samples (tuples) will be tested. The theoretical results on rules expressed in RQL 
presented by Chardin et al. (Chardin et al., 2013) are verified in RulNet, but these theoretical 







SCOPE t1 IN (dataset1), t2 IN (dataset2), … 
WHERE condition(t1, t2, …) 
HAVING label1: predicate1(t1, t2, …) OVER attributes1 





Rule generation and interest measures 
In RulNet, users have the possibility to generate both exact and approximate 1-1 MP-rules 
(e.g. ). Users can also choose to infer a subset of n-1 MP-rules (e.g. ). 
In this case, considering the very large number of possible rules, only the exact MP-rules with 
the smaller left hand sides (in other words, the direct interactions) and the approximate MP-
rules with the larger left hand sides are generated. This corresponds respectively to the 
canonical and the Gottlob and Libkin covers (Gottlob & Libkin, 1990) generalized to MP-rules. 
The first step of the processe consists in generating an intermediate set from which the rules 
will be deduced. This set is a generalization to MP-rules of a result given for functional 
dependencies (Beeri et al., 1984) and for well-formed semantics (Agier et al., 2007). In RulNet, 
its generation can be accomplished with a single SQL query and thus benefits of the 
optimization possibilities of the DBMS (Lopes et al., 2002; Chardin et al., 2013). The second 
step for the generation of n-1 MP-rules consists in computing the two sets of exact and 
approximate MP-rules (Eiter & Gottlob, 1995). It is the most expensive step in terms of 
computation time. RulNet, uses the algorithm and the code proposed by Murakami and Uno, 
which is recognized as the best solution for such problems (Murakami & Uno). Once 
generated, rules can be objectively evaluated by calculating quality measures. Support, 
confidence, lift and leverage are four commonly used measures of significance and 
interestingness for association rules (Tan et al., 2004; Geng & Hamilton, 2006). In RulNet, 
these metrics were adapted for MP-rules and are defined as follows. 
G1®G 2 G1G 2®G 3
sample G1 G2 G3 G4 sample M1 M2 M3
S1 -0.2 0.4 0.3 0.7 S1 -0.4 0.7 0.8
S2 -0.9 0.7 0.9 0.8 S2 0.1 -0.3 0.6
S3 0.3 0.1 0.7 0.6 S3 -0.2 0.6 -0.7
S4 0.5 0.3 -0.2 0.8 S4 -0.1 0.8 0.3
S5 0.8 0.9 -0.8 -0.7 S5 -0.2 -0.5 -0.2
S6 0.4 0.6 -0.1 -0.9 S6 0.1 0.6 -0.1
sample A1 A2 A3 time
S1 1 1 18 1
S2 0 1 17 2
S3 0 0 19 3
S4 1 0 17 4
S5 0 1 34 5
S6 1 1 32 6
Fig. 1. Example of a database composed of three tables: gen (top left), met (top right) and ann 
(bottom), containing heterogeneous data for six samples. These tables contain quantitative 





The support is a measure of significance (importance) of a rule and is given by: 
   (1) 
where N is the number of possible tuples in the data set verifying the specified condition if it 
exists (the “WHERE” clause) if only one tuple variable (t1) is defined. If two or more tuple 
variables are specified, N is equal to the number of possible combinations of tuples in each 
data set verifying the specified condition if it exists. The support is often used to reduce the 
search space (i.e. to retain only the rules with a support higher than a user defined threshold 
value). The confidence is a measure of the strength of a rule. It is defined as the probability 
of seeing the rule's consequent under the condition that the antecedent is satisfied. The 
confidence is directed and gives different values for the rules  and . The 
confidence is given by: 
   (2) 
The lift (Brin et al., 1997) and the leverage (Piatetsky-Shapiro, 1991) compare the observed 
support of the rule and the expected support if X and Y are statistically independent. The lift 
compares how many times X and Y occur together with the number of times they would occur 
together it they were statistically independent: 
   (3) 
The leverage measures the difference of X and Y appearing together in the data set and what 
would be expected if X and Y were statistically dependent: 
 
        (4) 
 
 
A lift equal to 1 and a leverage equal to 0 means that X and Y are statistically independent. 
Support X ®Y( ) =
count of X ÈY( )
N
X ®Y Y ® X
Confidence X ®Y( ) =
count of X ÈY( )
count of X
Lift X ®Y( ) =
count of X ÈY( )´N





The steps leading to the establishment of a rule network are described in Figure 2. Users can 
upload their data as tabulation delimited text files that contain samples (rows) and attributes 
(columns) data via the web interface. Each file is then parsed and tuned into a table of a 
database. RQL is coupled with the standard SQL language; therefore, users can skip the file 
upload step by connecting directly to a database by specifying the corresponding parameters. 
The advantage is that the data can be queried directly from where they are stored without 
any fastidious preprocessing task. The second benefit is that it takes advantage of DBMS 
technologies for the optimization of computation time. 
A syntactic parsing step is implemented to verify that queries respect the defined Backus-
Naur form standards (Backus et al., 1960) (Supplementary Text S1) and a query builder is 
proposed to facilitate the understanding of the language. Two commonly used queries are 
predefined in the query builder. The first one (called Q1) is similar to association rules and 
discovers rules between entities if they show similar high or low values in the same samples. 
The second one (called Q2) generates rules between attributes showing similar profiles in the 
data. For each query, users can specify the parameters and the thresholds to use for the 
quality measures. 
Fig. 2. Scheme of the workflow of the RulNet platform and leading to the discovery and visualization 
of rules. The overall workflow from user’s point of view consists of three steps that are data upload, 
query design and visualization and edition of inferred networks. These steps can be saved and reloaded 





Networks of generated rules can be visualized with different layouts and the platform offers 
different features to manipulate these networks. For instance, rules obtained using different 
queries can be visualized on the same network. Registered users are given the possibility to 
save and reload the rules and networks inferred at different steps of the analysis. Generated 
rules can be exported as Cytoscape 3.0 compliant tabulation delimited file for further analysis 
or to enhance the display of the networks in Cytoscape, a popular software for visualization 
and analysis of biological networks (Shannon et al., 2003; Smoot et al., 2011). 
Characteristics and features 
RulNet is available as a web-oriented platform (http://rulnet.isima.fr) installed on a Transtec 
2300L Data Storage Server running Intel Xeon E5506 quad-core 2.13 GHz processors with 4 
Mb of L2 cache and 8 Gb of RAM. The form parts are implemented using the framework 
Richfaces 3.3.2 from JBOSS that simplifies the using of AJAX with JSF 1.2 technology. The 
display layer is a Java applet, built in with the JDK6 version. Users can also download the 
application to install it on their own server or local machine.  
Computational performances 
In order to assess the computational performances of RulNet, the two predefined queries 
were run on the platform using data sets consisting of randomized numerical data. Computing 
times and the total number of rules discovered (exact and approximate rules) were recorded 
for data sets of 10 to 4,000 samples (with 100 attributes) and 10 to 4,000 attributes (with 100 
samples; Fig. 3). The number of rules given is indicative as it could vary depending on the data 
used.  
For Q1, computing time is low (< 3 s) and does not increase significantly with the number of 
samples (Fig. 3A). For Q2, computing time is substantially higher than for Q1 (Fig. 3C), because 
two tuple variables are defined in Q2, which increases with the number of samples. The 
number of rules discovered increases with the number of samples and is maximum for 500 
and 100 samples for Q1 and Q2, respectively. For Q1 and Q2, both computation time and the 
number of rules increase with the number of attributes (Fig. 3B-D). The number of rules scales 








With query Q1 the number of n-1 MP-rules (n ≤ 3) and associated computing time increase 
steadily with the number of samples (Fig. 3E). Computing time increases steeply for 1,000 
attributes and exceeds the session timeout of the web server and results are reported for up 
Fig. 3. Computing time (dashed lines) and number of rules (solid lines) of networks inferred with the 
RulNet platform for query Q1 (A, B) and Q2 (C, D) for 1-1 rules and for query Q1 for n-1 rules with 





to 500 attributes only (Fig. 3F). As for 1-1 rules, the number of rules scales with the number 
of attributes, but the scaling exponent is 50% higher than for 1-1 rules.  
RESULTS 
To illustrate the results that can be obtained with RulNet, the platform was used to mine the 
results of an experiment carried out to better understand wheat grain development adaptive 
responses to N and S supply (Z. Dai et al., in prep.). 
Vernalized plants of the winter bread wheat cultivar Récital were grown in a growth chamber 
from growth stage 13 (Zadoks et al., 1974) to ripeness maturity with a modified Hoagland’s 
nutrient solution (Castle & Randall, 1987) with different rates of N and S supply, either 3 mM 
N and 2 mM S (control treatment), 3 mM N and 0.02 mM S (low S treatment), or 15 mM N 
and 0.02 mM S (low S and supra-optimal N treatment). Three additional treatments were 
applied to each of the three main treatments, complementing the nutrient solution with N 
and/or S from 25 days after flowering  (i.e. midway through the effective grain filling phase) 
to grain ripeness maturity. Grains were sampled every 3 to 5 days between 10 (i.e. two thirds 
through the lag phase of grain development) and 34 (i.e. physiological maturity) days after 
flowering for each of the three main treatments. Grains from the six treatments were also 
sampled at 0, 6, 9, 12, 18, 24, 48 and 72 h after the shift in N and S supply. 
Three independent replicates were used and the following measurements were done for each 
sampling date. Gene expressions were monitored using a custom 40k Nimblegen® wheat 
microarray (Rustenholz et al., 2011). Transcriptomic data are available from ArrayExpress 
repository under the experiment names “N and S regulation of wheat storage protein 
accumulation” (accessions E-MTAB-1782) and “short-term effect of N and S supply shifts on 
gene expression in wheat grain” (accessions E-MTAB-1920). The main grain storage protein 
(GSP) fractions contributing to wheat bread making quality are glutenins and gliadins. High 
(HMW-GS) and low (LMW-GS) molecular weight-glutenin subunits and ω1,2-, ω5-, γ- and α/β-
gliadin proteins were separated and quantified by RP-HPLC (Daniel & Triboï, 2001). The 
concentration of free amino acids was also assayed by RP-HPLC (Cohen & Michaud, 1993). 
Metabolites, including organic acids (malate and citrate), soluble sugars (glucose, fructose, 
and sucrose), oxidized and reduced glutathione and starch were assayed as described by 
Gibon et al. (Gibon et al., 2009).  
In the context of this experiment, we defined two distinct objectives. First we want to 




widely used RN inference methods that are a straightforward Pearson’s correlation- based 
approach (hereafter Pearson) and the Weighted Gene Co-Expression Network Analysis 
(WGCNA) (Zhang & Horvath, 2005; Langfelder & Horvath, 2008). The second objective is to 
illustrate the use of RulNet as a biology-driven clustering method.  
Topological comparison of correlation-based and RulNet regulatory 
networks 
Using the Significant Analysis of Microarrays (SAM) dimension reduction technique (Tusher 
et al., 2001), out of the 40,642 transcripts spots on the microarray we identified a total of 984 
transcripts associated with N and/or S supply. Among these transcripts, 96 were associated 
with N supply, 237 with S supply, and 640 with both N and S supply. The expression data for 
these 973 transcripts were used to infer undirected RNs.  
For the three RN inference methods performed here, data were only scaled and centered and 
used indiscriminately. Threshold parameters for the three methods were set using the scale-
free criterion (Supplementary Fig. S1). A common property of large non-random networks is 
that the distribution of their local connectivity is free of scale, following P(k) ~ k-γ, where P(k) 
is the probability that an attribute in the network interacts with k other attributes (Barabási, 
1999). Pearson’s RNs were generated using a distance matrix computed using Pearson’s 
correlations with a cutoff threshold of 0.8. In RulNet, we used the Q1 query from the query 
builder with Confidence and Support thresholds of 0.90 and 0.10, respectively. WGCNA RNs 
were inferred using the R package WGCNA version 1.34 (Langfelder & Horvath, 2008) with 




The three methods show common features as well as topological differences (Fig. 4, Table 1). 
For the three methods, the scaling exponent of the power law distribution is lower than 2 
(Table 1), indicating a high importance of the hubs in the networks (Barabási & Oltvai, 2004). 
The number of nodes is similar for Pearson and RulNet but is 38% lower for WGCNA, while 
Fig. 4. Undirected scale-free regulatory networks inferred with the RulNet platform (A) and 
the WGCNA (B) and Pearson (C) methods and consensus network obtained using the 
intersection algorithm of Cytoscape (D). In A, B, and C node color indicate the conservation 
between the three methods: green, nodes specific to the network; blue, nodes common with one 
other network; and red nodes found with all three methods. In D, node color is dependent on 










the number of edges is similar for RulNet and WGCNA but is 60% higher for Pearson. The 
network connectivity assessed by the average number of neighbors (i.e. the edge-to–node 
ratio) is preserved between Pearson and WGCNA, but is lower for RulNet (Table 1). It results 
in a slightly higher number of connected components for the correlation-based methods than 
for RulNet. Both correlation-based methods have a higher tendency to create “community 
structures” than RulNet, resulting in higher network density and average clustering 
coefficient (which characterizes the overall tendency of nodes to form clusters). Although the 
network density is similar for both correlation-based methods, the network centralization is 
much greater for WGCNA than for the two other methods, giving a greater importance to 
hubs in the network. This topological property is apparent in the networks shown in Figure 4. 
Network heterogeneity represents the tendency of a network to contain hubs and is similar 
for all three methods. Finally, the characteristic path length, which represents the average 
over the shortest paths between all pairs of nodes and offers a measure of a network’s overall 
navigability, is lower for WGCNA than for the two other methods.  
Table 1. Network topological properties of regulatory networks inferred using RulNet, WGCNA and 
Pearson methods 
Topological parameters RulNet WGCNA Pearson 
Scale-free r2 0.82 0.99 0.81 
Absolute scaling exponent γ 1.21 1.41 1.08 
no. of nodes 397 238 375 
no. of edges 1,562 1,564 2,502 
Avg. no. of neighbours 6.36 13.14 13.34 
Connected components 14 10 10 
Network density 0.02 0.05 0.04 
Avg. clustering coefficient 0.27 0.71 0.53 
Network centralization 0.13 0.29 0.16 
Network heterogeneity 1.17 1.14 1.10 






Out of the total number of 486 nodes and 4,115 edges found with the three network 
inference methods, 40% of the nodes and only 7% of the edges are conserved in the three 
methods (Fig. 4D and 5).  
Only 6 nodes are specific to WGCNA while 51 and 98 are specific to Pearson and RulNet, 
respectively. The conservation of edges between WGCNA and Pearson increases almost 
linearly with the connectivity of the nodes, from 13% for nodes with a connectivity degree of 
1 to 5, to 66% for nodes with a connectivity degree of 81 to 85 (data not shown). The 
conservation of edges between RulNet and WGCNA and between RulNet and Pearson is 
independent of the connectivity of the nodes and is close to 10%. The greater conservation 
of edges between WGCNA and Pearson than between RulNet and the two other methods is 
not surprising as both WGCNA and Pearson are based on correlation coefficients. These 
results illustrate the complementarity of RN inference methods reported in previous studies 
(Marbach et al., 2012a).  
Evaluation of RulNet using the DREAM5 network inference challenge 
datasets 
In the context of the DREAM5 challenge, the community of network inference experts was 
invited to infer genome-scale transcriptional regulatory networks from gene-expression 
microarray datasets for a prokaryotic model organism (E. coli), a eukaryotic model organism 
Fig. 5. Venn diagram showing node (A) and edge (B) homology between the RulNet platform, 




(S. cerevisiae) and an in silico generated network (Marbach et al., 2012). Each of these three 
datasets compiles a wide range of experimental conditions. Twenty nine teams participated 
to this challenge and thirty five methods were compared. For each method, participants were 
asked to provide a ranked list of 100 000 interactions per dataset which was used to assess 
the performance of the methods. Two standard quality metrics from machine learning were 
calculated, the area under the precision-recall (AUPR) and receiver operating characteristic 
(AUROC) curves (Prill et al., 2010). AUPR is a single measure that summarizes the tradeoff 
between the completeness (recall) and fidelity (precision) of the inferred network, while 
AUROC is a single measure that summarizes the tradeoff between the rate of true and false 
positive predicted edges in a gold standard network. Therefore these two metrics are 
complementary and provide a comprehensive characterization of the predicted networks. To 
summarize the performance of each individual method across the three networks overall 
scores were derived from the AUPR and the AUROC scores by calculating the geometric mean 
of the network specific scores (Marbach et al., 2012 ; Prill et al., 2010). Finally, an overall score 
was obtained as the mean of the overall AUPR and AUROC scores. These metrics were 
calculated using only the interactions for which experimentally supported interactions exists 
(gold standard interactions). Network predictions from individual teams were integrated to 
form community networks by rescoring interactions according to their average rank across all 
methods (Marbach et al., 2012). We benchmarked RulNet using the three datasets and 
methodology used in the DREAM5 challenge and compared our results with that of the 35 
methods that participated to this challenge (Marbach et al., 2012). Two queries called QD1 
and QD2 were written for that purpose (Supplementary Text S3). QD1 allows discovering rules 
between highly and weakly expressed genes, while QD2 allows discovering rules between 
knockout transcription factors and their putative target genes. For each of these two queries 
interactions were ranked by descending leverage and confidence. The best rank obtained 
with QD1 and QD2 were kept for each interaction, which defines a third method named 
QD1+2. The ranked interactions for each dataset and each method are given in 
Supplementary Data S1 to S9. Figure 6 shows the values of the AUPR, AUROC and overall 
scores over the three networks for the three QD queries. Results for the three individual 
networks and each individual methods of DREAM5 and RulNet are given in Supplementary 
(Fig. S2). QD1 gives higher AUROC scores than QD1, while QD2 gives higher AUPR scores than 
QD1. This results is to be related to the biological meaning of the queries and to the fact that 
the AUROC reflects the quality of the results obtained throughout the full list of interactions 




by the most reliable interactions), giving a particular importance to the ranking criteria. The 
scores obtained with QD1+2 are much higher than those obtained with either QD1 or QD2. 
The overall AUPR obtained with QD1+2 is close to that of the best individual method 
evaluated in the context of DREAM5 (Fig. 6) and is second to only one of the 35 individual 
methods (Supplementary Fig. S2). More importantly, while some methods provide uneven 
results depending on the dataset, RulNet performs well for each one of them (Supplementary 
Fig. S2). 
 
Fig. 6. Evaluation of RulNet performance using the DREAM5 network inference challenge 
datasets. The overall (geometric mean across the three inferred networks) area under the precision-
recall (AUPR) and receiver operating characteristic (AUROC) and overall score (mean of the overall 
AUPR and AUROC scores) obtained using RulNet with the QD1, QD2 and QD1+2 queries 
(Supplementary Text S3) were compared to the 35 methods evaluated in the DREAM5 challenge. The 
vertical continuous red lines indicate the scores of the integrated community predictions from 
DREAM5, the vertical dashed green lines indicate the scores of the best individual model from 
DREAM5 based on the overall score, and the vertical dash-dot blue lines indicate the median score 




Identification of transcription factors involved in the transcriptional reprogramming occurring 
during grain development and in response to N and S supply 
Fig. 7. Directed network inferred using the RulNet platform and illustrating the use of central 
attributes. Linkages of transcription factors expression (hexagons), and the quantity per grain of 
storage proteins (squares) and metabolites (circles) with the phases of grain development and 
nitrogen and sulfur deficiencies defined as central attributes. Pink and light blue edges indicate rules 
discovered with the QNS1 and QNS2 queries, respectively. For metabolites and transcription factors, 
the correspondence between the node id and actual entity names is given in Supplementary Table S1 




Here we demonstrate how RulNet can be used as a biology-driven clustering method. For this 
purpose, two features of RulNet have to be used. A unique property of RulNet is that central 
attributes can be defined for the rule discovery algorithm. When attributes are defined as 
central, only rules involving at least one of these attributes are discovered. Central attributes 
could be of any type. The second feature of RulNet that is leveraged in this biology-driven 
perspective is the possibility to use equivalently quantitative and qualitative data. 
The second objective is to highlight TFs involved in the transcriptomic shifts observed 
between the three major phases of grain development and, independently or also, involved 
in the adaptive response of wheat grain to N and S deficiency. Moreover, we also try to shed 
light on TFs potentially involved in the regulation of GSP synthesis in wheat. Two queries 
called QNS1 and QNS2 were written (Supplementary Text S2) with Support and Confidence 
thresholds set at 0.15 and 0.90, respectively. 
To illustrate this feature of RulNet, N and S deficiency (qualitative data) and the three phases 
of grain development (qualitative data) were defined as central attributes to discover TFs, 
GSPs and metabolites (quantitative data) associated with these attributes. Each sample was 
associated with a phase of development and a level of N and S (low or high) supply. Phase 1 
of grain development was assigned to samples taken at 10 and 14 days after flowering, phase 
2 to samples taken at 18, 24, and 27 days after flowering, and phase 3 to samples taken at 30 
and 34 days after flowering. The expression of all 2,891 TFs transcripts spotted on the 
microarray was used, as well as the quantity per grain of GSPs and metabolites (Fig. 6). 
This network can be considered as a biology-driven clustering visualization rather than as a 
standard interaction network. The edges between attributes do not testify of a likely 
interaction but rather of functional links between the central attributes and the other 
attributes. Overall the network highlights TFs transcripts, metabolites and proteins whose 
relative abundance is linked to the nutrition (N and/or S) or to a particular phase of the grain 
development or a combination of both. It is also possible to infer interaction between non-
central attributes in the same network. 
All five GSPs show expected linkages with the early (Phase 1) and late (Phase 3) phases of 
grain development, being found in low abundance in the early phase and in high abundance 
during the late phase (Fig. 6). Overall, the clustering network obtained through this approach 
allows retrieving some well-known effects of N and S supply on GSP synthesis (Shewry et al., 




it implies a high abundance of LMW-GS. A S deficiency implies a low abundance of the S-rich 
α-gliadins.  
Regarding the metabolites, many respond to N deficiency but only a few are regulated by S 
deficiency. For instance, S deficiency implies a high abundance of asparagine (ASN) and 
aspartate (ASP). It was previously reported that ASN could be increased up to a 30-folds in 
conditions of S deficiency (Muttucumaru et al., 2006; Granvogl et al., 2007; Albrecht Weber 
et al., 2008). Reduced glutathione (GSH) is also found in low abundance in conditions of S 
deficiency, while citrate (Cit) and malate (Mal) are found up-regulated, in good agreement 
with previous reports (Tea et al., 2005; Reinbold et al., 2008; Zörb et al., 2009).  
Besides well know responses of GSPs or metabolites to N and S deficiency, this network 
reveals putative candidate TFs involved in the molecular response of wheat grains to N and S 
deficiency. In particular it identifies TFs whose expression is independent of grain 
development but are down- or up-regulated under conditions of N and/or S deficiency. Sixty-
two and 71 TFs are associated with N and S deficiency, respectively, but not with grain 
development. Among these TFs, nine are associated with both N and S deficiency. 
Interestingly these TFs show opposite response to N and S, suggesting that they orchestrate 
the response to the N-to-S balance For instance, R2R3-MYB_191 is an orthologous to 
Arabidopsis thaliana AtMYB7, a seed expressed TF involved in hormone mediated signaling 
pathways (ethylene, abcisic acid, jasmonic acid, salicylic acid) and overall in the response to 
abiotic stress (Heyndrickx & Vandepoele, 2012). C2H2_132 A. thaliana ortholog, namely 
STOP2 is notably involved nitrate transport and in the response to intracellular nitrate 
concentration (Heyndrickx & Vandepoele, 2012). WRKY_181 A. thaliana ortholog, WRKY30 is 
involved in the response to ozone and salicylic acid (Besseau et al., 2012) while WRKY_195 A. 
thaliana ortholog, namely WRKY40 is involved in many pathways including response to 
hormones, abiotic stress and pathogen defense (Yanhui et al., 2006; Heyndrickx & 
Vandepoele, 2012). All these observations make these TFs good candidates in the context of 
the study of N/S response in wheat grain. More complex queries could allow us to further 





Scale-free topology: Most functional features of a cell are driven by groups of molecules, 
which are not secluded but rather linked to each other or even overlapping. In strong contrast 
with random networks, this characteristic is reflected by a scale-free topology of the networks 
at different levels of the cell functional organization. One can therefore assume that a 
consistent network inference method should tend towards scale-free topology resulting 
networks. The main feature of scale-free networks is the presence of nodes of widely 
different connectivity, including weakly connected nodes representing molecules with 
restricted field of action and hubs (highly connected nodes) representing important 
regulators. Here we showed that RulNet infers scale-free networks depending on the 
thresholds chosen for quality measures. 
TFs interdependency: In this work, we illustrate the efficiency of a RN inference and 
visualization platform using –omics data including TFs expression. It is well known that TFs 
are interdependent, i.e. they often work in combinations with other TFs. In the work 
presented, different parameters would allow discovering rules involving multiple attributes 
in the left hand side (n-1 MP-rules), meeting the needs of a TFs study. 
Programming knowledge: RN inference is the most efficient tool to predict and analyze RNs 
using high throughput data. Powerful algorithms and tools have been made available to infer 
RNs. Unlike some of these tools, preliminary programming skills might not be required to 
perform a simple yet complete analysis using the platform presented here. Whereas writing 
simple queries or designing simple queries is made easy thanks to the query builder provided 
on the platform, prior knowledge of the SQL query language could facilitate the assimilation 
of the RQL language available to perform custom queries and take the best out of RulNet. 
Dimensionality issue: A first issue, of technical nature should be addressed. Even in the 
context of high throughput technologies, experimental limitations do not allow the 
acquisition of a number of observations commensurate with the number of variables. The 
consistency of the results obtained should increase proportionally to the number of 
observations. The complexity of the approach together with the relatively restricted number 
of independent data points compared to the size of the search space can limit the scope and 
significance of the results. However, RN inference using –omics data allows researchers to 
model complex systems of regulation although they do not reveal the full complexity of the 
system but only the observable components. Moreover, similarly to most approaches, the 




somehow linked, but does not elucidate the hypothetic complexity of the interaction. The 
latter issue applies to most RN inference approaches. 
Taking advantage of the complementarity: The main asset of RulNet stems from its 
capability to perform different queries in the same framework It has been highlighted by 
comparative analyses that most approaches used to infer RNs from the same data sets show 
relatively distinct results (Marbach et al., 2012a). The discrepancy observed between the RNs 
inferred does not demonstrate any failure from a particular approach but rather highlights 
their complementarity. In the approach presented here, this issue is partly addressed by 
offering the possibility to use multiple queries to discover rules in a unifying framework. This 
is clearly seen in the evaluation of RulNet with the DREAM5 datasets, the evaluation of QD1+2 
is better than that of either QD1 or QD2. The main conclusion of the DREAM consortium is 
that integrated community networks tend to get closer to the reality. To a reasonable extent, 
RulNet provides by itself the possibility to infer integrated networks composed by results from 
different queries. Considering the quality metrics of the DREAM consortium, we observe that 
different queries from RulNet allow obtaining different results highlighting the importance of 
query design prior to the inference process. 
The web-oriented platform offers multiple features to visualize and edit a global RN gathering 
the interactions inferred using different queries. Moreover we conducted a comparative 
analysis of RulNet inference method with two other commonly used inference methods, 
namely correlation network inference and WGCNA. This analysis highlights RulNet 
specificities but also the consistency of the typological properties of the networks inferred 
with this three methods. Considering the complexity of eukaryotic organisms, it is essential 
to consider more than one type of interactions, which is not proposed by most of the available 
tools. However, it is ascertained that no approach reveals the absolute and complete truth of 
complex RNs; only exploiting the complementarity of the approaches can narrow the gap 
between the hypothetical network and the actual complex network of interactions (Marbach 
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Text S1 Grammar specifications of the RQL language 
The grammar specifications of the language to define different semantics can be defined 
using Backus-Naur Form (BNF) standards (Backus et al., 1960) (Box S1). A BNF consists of a set 
of derivation rules of the form <symbol> ::= _expression_, where _expression_ consists of one 
or more sequences of symbols, separated by a vertical bar (|) indicating a choice. A symbol is 
terminal if it does not appear on the left hand side of any derivation rule. The non-terminal 
symbol <query> shows the global form of a query, from which we can see the SQL inspiration.  
Box S1. Backus-Naur Form grammar of the extended form of the RQL language  
<query> ::= 
    "FINDRULES " 
    "SCOPE " <psi> 
    "HAVING " <pred_list>";" 
<psi> ::= 
    <tupvar_list> " [WHERE " <SQL_condition>] 
 <tupvar_list> ::= 
    <tupvar_def> | <tupvar_def> " , " <tupvar_list> 
<tupvar_def> ::= 
    <tupvar> " IN " <data> 
<data> ::= 
    <table_name> | "("<SQL_query>")" 
<pred_list> := 
    <predicate> | <predicate> " AND " <pred_list> 
<predicate> := [<label>" : "] <delta> " OVER " <att_list> | ALL | ALL MINUS <att_list>";" 
<delta> ::= <delta_atomic>  | 
    "(" <delta> ")"  | 
    " NOT " <delta> | 
    <delta> <logical_connector> <delta> 
<delta_atomic> ::= 
    <tupvar> ".ATT " <comparison_op> <tupvar> ".ATT" | 
    <tupvar> ".ATT " <comparison_op> <constant> 
<logical_connector> ::= " OR " | " AND " 
<comparison_op> :: "=" | "<" | ">" | "<=" | ">=" | "!=" 
 
<SQL_query> represents a classical (SELECT FROM WHERE) query and <SQL_condition> is the 
clause used for instance in the "WHERE" statement of a SQL query. RQL also provides most of 




The "OVER" clause specifies the attributes on which the predicates have to be discovered. 
These attributes have to be present in the datasets otherwise the query cannot be 
semantically correct.  
A predicate is defined as a label (<label>), a property (<delta>) and an attribute list (<att_list>) 
on which the predicate is tested. The clause <label> is optional but it is necessary if multiple 
predicates are defined for an attribute. The keyword "ATT" will then be replaced by each 
attribute of the <att_list> clause and tested to check if the rule is satisfied. 
Text S2 Semantics used to infer regulatory networks from wheat –omics data 
QNS1: Discover rules between highly abundant molecules and N/S supply or development phase. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN Omic_data 
HAVING high : t1.ATT > 0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur, Phase_1, Phase_2, 
Phase_3 
AND NoNitrogen : t1.ATT = 0 OVER Nitrogen 
AND Nitrogen : t1.ATT = 15 OVER Nitrogen 
AND NoSulfur : t1.ATT = 0.2 OVER Sulfur 
AND Sulfur: t1.ATT = 2 OVER Sulfur 
AND Cellularization : t1.ATT = 1 OVER Phase_1 
AND Storage : t1.ATT = 1 OVER Phase_2 
AND Senescence : t1.ATT = 1 OVER Phase_3; 
 
QNS2: Discover rules between not abundant molecules and N/S supply or development phase. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN Omic_data 
HAVING high : t1.ATT < -0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur, Phase_1, Phase_2, 
Phase_3 
AND NoNitrogen : t1.ATT = 0 OVER Nitrogen 
AND Nitrogen : t1.ATT=15 OVER Nitrogen 
AND NoSulfur : t1.ATT = 0.2 OVER Sulfur 
AND Sulfur: t1.ATT = 2 OVER Sulfur 
AND Cellularization : t1.ATT = 1 OVER Phase_1 
AND Storage : t1.ATT = 1 OVER Phase_2 









Text S3 Semantics used to infer regulatory networks from the DREAM5 
datasets 
QD1: Discover rules between highly and weakly expressed genes. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN netx 
HAVING high : t1.ATT > 0.5 OVER ALL 
AND low : t1.ATT < -0.5 OVER ALL 
 
QD2: Discover rules between knockout transcription factors and their putative target genes. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN netx, t2 IN netx 
WHERE t1.Experiment = t2.Experiment AND t1.Perturbations = t2.Perturbations AND 
t1.PerturbationLevels = t2.PerturbationLevels AND t1.Treatment = t2.Treatment AND 
t1.OverexpressedGenes = t2.OverexpressedGenes AND t1.Time = t2.Time AND 
t1.DeletedGenes != t2.DeletedGenes AND t1.DeletedGenes = 'NA' 
HAVING higher : t2.ATT-t1.ATT > 0.5 OVER ALL 
AND lower : t1.ATT-t2.ATT > 0.5 OVER ALL 
AND G1 : t2.ATT='G1' OVER DeletedGenes 
AND … 






Fig. S1. Power law analysis of regulatory networks inferred with three different methods. (A) RulNet 
platform, (B) GCNA, and (C) Pearson correlation methods. For each method, the coefficient of 
















































Fig. S2. Comparison of the performance of RulNet for the DREAM5 networks with that of the 35 
network inference methods that participated to the DREAM5 challenge. The plots show the area 
under precision-recall curve (AUPR) for the individual networks and the overall score summarizing 
the performance across networks. Inference methods are grouped by type of methods (Regression, 
mutual information [MI], correlation [Corr], bayesian network [Bayesian], other approaches [Other], 
meta predictor[Meta]) and within a group of methods are indexed as in [1]. For RulNet, the index 1, 
2, and 3 are the queries QD1 and QD2, and the method QD1+2. C and vertical red lines are integrated 










Aspartic acid ASP 
Glutamine GLN 
Glutamic acid GLU 
Glycine GLY 
Reduced Glutathione GSH 





















Table S2. Correspondence of transcription factors identifiers and names used in Figure 6. 
The names are those used in the wheat transcription factor database wDBTF 
(http://wwwappli.nantes.inra.fr:8180/wDBFT/). 
Id Name Id Name Id Names 
1 Alfin_8 40 bHLH_90 79 C3H_106 
2 AP2_16 41 bZIP_117 80 C3H_32 
3 ARF_48 42 bZIP_131 81 C3H_4 
4 ARF_49 43 bZIP_133 82 C3H_49 
5 ARF_77 44 bZIP_134 83 C3H_59 
6 ARF_80 45 bZIP_139 84 C3H_93 
7 ARID_3 46 bZIP_147 85 CCAAT-HAP2_7 
8 AS2_16 47 bZIP_153 86 CCAAT-HAP3_1 
9 AS2_20 48 bZIP_157 87 CCAAT-HAP3_2 
10 AS2_21 49 bZIP_162 88 CCAAT-HAP5_18 
11 AS2_5 50 bZIP_163 89 CPP_16 
12 ASH1_3 51 bZIP_35 90 CPP_3 
13 AUX/IAA_1 52 bZIP_53 91 E2F-DP_11 
14 AUX/IAA_14 53 bZIP_80 92 E2F-DP_4 
15 AUX/IAA_57 54 bZIP_91 93 EIL_11 
16 AUX/IAA_75 55 bZIP_94 94 EIL_16 
17 BBR/BPC_3 56 C2C2-CO-like_64 95 EIL_19 
18 BES1_10 57 C2C2-CO-like_71 96 EREBP_102 
19 BES1_9 58 C2C2-CO-like_8 97 EREBP_106 
20 BHL_13 59 C2C2-CO-like_89 98 EREBP_108 
21 BHL_16 60 C2C2-DOF_35 99 EREBP_149 
22 BHL_20 61 C2C2-DOF_9 100 EREBP_153 
23 BHL_6 62 C2C2-GATA_10 101 EREBP_157 
24 bHLH_119 63 C2C2-GATA_13 102 EREBP_159 
25 bHLH_120 64 C2C2-GATA_17 103 EREBP_16 
26 bHLH_153 65 C2C2-GATA_20 104 EREBP_161 
27 bHLH_161 66 C2C2-GATA_21 105 EREBP_162 
28 bHLH_165 67 C2C2-YABBY_10 106 EREBP_163 
29 bHLH_171 68 C2C2-YABBY_4 107 EREBP_176 
30 bHLH_173 69 C2H2_102 108 EREBP_191 
31 bHLH_184 70 C2H2_103 109 EREBP_197 
32 bHLH_222 71 C2H2_118 110 EREBP_2 
33 bHLH_23 72 C2H2_121 111 EREBP_206 
34 bHLH_265 73 C2H2_132 112 EREBP_213 
35 bHLH_278 74 C2H2_138 113 EREBP_225 
36 bHLH_283 75 C2H2_170 114 EREBP_232 
37 bHLH_302 76 C2H2_74 115 EREBP_246 
38 bHLH_35 77 C2H2_80 116 EREBP_267 







Table S2. Continued 
118 EREBP_42 157 M-type_2 196 NAC_32 
119 EREBP_56 158 MBF1_4 197 NAC_34 
120 EREBP_58 159 MBF1_43 198 NAC_90 
121 EREBP_68 160 MBF1_9 199 NAC_95 
122 EREBP_86 161 MIKC-type_13 200 Nin-like_2 
123 GARP-ARR-B_19 162 MIKC-type_32 201 PAT1_2 
124 GARP-G2-like_22 163 MIKC-type_4 202 PAT1_4 
125 GARP-G2-like_23 164 MIKC-type_63 203 PAT1_9 
126 GARP-G2-like_4 165 MIKC-type_7 204 PHD-ZNFG_1 
127 GARP-G2-like_79 166 MIKC-type_87 205 PHD-ZNFG_146 
128 GARP-G2-like_85 167 MIKC-type_96 206 PHD-ZNFG_149 
129 GARP-G2-like_89 168 MYB-related_11 207 PHD-ZNFG_186 
130 GeBP_16 169 MYB-related_114 208 PHD-ZNFG_201 
131 GeBP_7 170 MYB-related_125 209 PHD-ZNFG_211 
132 GeBP_8 171 MYB-related_126 210 PHD-ZNFG_244 
133 HAM_11 172 MYB-related_162 211 PHD-ZNFG_247 
134 HAM_3 173 MYB-related_27 212 PHD-ZNFG_248 
135 HD-ZIP_14 174 MYB-related_29 213 PHD-ZNFG_261 
136 HD-ZIP_17 175 MYB-related_36 214 PHD-ZNFG_262 
137 HD-ZIP_32 176 MYB-related_7 215 PHD-ZNFG_287 
138 HD-ZIP_6 177 MYB-related_98 216 PHD-ZNFG_289 
139 HD-ZIP_88 178 MYB-related_99 217 PHD-ZNFG_60 
140 HMG_46 179 NAC_109 218 PHD-ZNFG_61 
141 HMG_47 180 NAC_118 219 PHD-ZNFG_71 
142 HMG_50 181 NAC_119 220 PHD-ZNFG_73 
143 HMG_77 182 NAC_12 221 PHD-ZNFG_77 
144 HMG_81 183 NAC_125 222 PHD-ZNFG_83 
145 HSF_12 184 NAC_126 223 PLATZ_1 
146 HSF_48 185 NAC_13 224 R2R3-MYB_105 
147 HSF_54 186 NAC_14 225 R2R3-MYB_132 
148 HSF_58 187 NAC_159 226 R2R3-MYB_166 
149 JUMONJI_13 188 NAC_16 227 R2R3-MYB_181 
150 KNOX_15 189 NAC_172 228 R2R3-MYB_191 
151 KNOX_17 190 NAC_20 229 R2R3-MYB_193 
152 LIM_10 191 NAC_203 230 R2R3-MYB_208 
153 LIM_28 192 NAC_222 231 R2R3-MYB_210 
154 LIM_36 193 NAC_244 232 R2R3-MYB_219 
155 LUG_13 194 NAC_249 233 R2R3-MYB_232 







Table S2. Continued 
235 R2R3-MYB_31 274 WRKY_199   
236 R2R3-MYB_83 275 WRKY_201   
237 REM_12 276 WRKY_210   
238 REM_18 277 WRKY_215   
239 REM_30 278 WRKY_222   
240 REM_46 279 WRKY_31   
241 REM_54 280 WRKY_46   
242 REM_57 281 WRKY_81   
243 REM_62 282 WRKY_82   
244 REM_65 283 WRKY_87   
245 REM_66 284 ZF-HD_5   
246 REM_7 285 ZF-HD_9   
247 REM_75 286 ZIM_20   
248 SBP_22 287 ZIM_4   
249 SBP_24 288 ZIM_75   
250 SBP_5     
251 SUVAR_24     
252 SUVAR_40     
253 TAZ_13     
254 Trihelix_1     
255 Trihelix_2     
256 Trihelix_24     
257 Trihelix_33     
258 Trihelix_37     
259 TUB_28     
260 TUB_29     
261 TUB_41     
262 TUB_9     
263 Whirly_4     
264 WRKY_113     
265 WRKY_120     
266 WRKY_137     
267 WRKY_150     
268 WRKY_17     
269 WRKY_171     
270 WRKY_173     
271 WRKY_181     
272 WRKY_190     
273 WRKY_195     
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Il est aujourd’hui communément accepté que la topologe scale-free est caractéristique des 
grands réseaux biologiques. La plupart des propriétés fonctionnelles d'une cellule sont 
portées par des groupes de molécules qui ne sont pas isolés mais plutôt liés les uns aux autres 
ou même chevauchants. On peut donc supposer qu’une méthode d'inférence de réseau 
cohérente pour l’application à des données biologiques devrait tendre vers cette topologie 
scale-free. Une caractéristique principale des réseaux scale-free est la présence de nœuds de 
connectivités très différentes, à savoir des nœuds faiblement connectés représentant des 
molécules au champ d’action restreint et des hubs représentant des régulateurs importants. 
Ici nous avons montré que RulNet infère bien des réseaux à la topologie scale-free (Figure II-
4 et II-S1), ou tout du moins qu’il existe des paramètres seuils permettant de s’en approcher. 
Dans les résultats présentés pour comparer les réseaux inférés par l’approche et des 
méthodes communément utilisées (Figures II-4,et II-5), une sémantique simple a été conçue 
mais toute la puissance de l’approche réside dans la possibilité de concevoir une infinité de 
sémantiques capables de répondre à des problématiques biologiques différentes.  
Dans l’article, nous avons mis en exergue une particularité de l’approche, celle de pouvoir 
être utilisée comme une méthode de « clustering dirigé » (Figure II-6). Les sémantiques 
utilisées dans la partie de l’article concernée et l’utilisation des « attributs centraux » ont 
permis de mettre en relation les données omiques, que ce soit les FT, les métabolites ou les 
PR et de résumer, leur comportement dans les données utilisées et leurs éventuels liens avec 
les niveaux d’approvisionnement en N et en S ou des phases de développement du grain. 
Dans cette partie, plutôt que des liens d’interaction, ce sont des relations fonctionnelles qui 
sont inférées. Globalement, les résultats obtenus sont consistants avec nos connaissances de 
la régulation des PR et des métabolites. 
Dans ce travail, nous illustrons également l'efficacité de l’approche et de la plate-forme dans 
le cadre d’une étude sur des données omiques. Il est aujourd’hui admis que les FT sont 
interdépendants, c'est à dire qu'ils agissent le plus souvent en combinaison avec d'autres FT. 
Dans l’approche RulNet, bien que cette caractéristique ne soit pas illustrée dans cet article, 
différents paramètres permettent de découvrir des règles impliquant plusieurs antécédents 
(n-1 MP-règles), idéalement adapté à l’étude de réseaux d’interactions impliquant des FT. 
Bien que l’accumulation des données omiques ces dernières années soit très importante, il 
existe un problème de dimensionnalité des données. Les technologies utilisées permettent 
aujourd’hui, particulièrement au niveau transcriptomique, de générer des données à l’échelle 
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du génome. En revanche, les limites expérimentales permettent très difficilement d’obtenir 
un nombre d’observations compatible avec les méthodes d’inférence de réseaux. Ce nombre 
d’observations restreint peut limiter la portée des résultats d’inférence même lorsque les 
résultats semblent consistants avec des résultats obtenus par des approches fonctionnelles.  
Aucune méthode d’inférence n’est actuellement capable d’annoncer une précision absolue 
dans l’application à des données biologiques, il existe de plus, de fortes divergences entre les 
résultats obtenus entre les différentes approches. Des études comparatives des méthodes 
d’inférence de réseaux permettent aujourd’hui d’affirmer que les meilleurs résultats peuvent 
être obtenus en tirant parti de la complémentarité des approches (Marbach et al., 2012). 
L’approche développée ici s’inscrit dans cette recherche de nouvelles méthodes d’inférence 
capables de participer à cet effort.  
Dans la suite de ce travail de thèse, nous avons choisi d’étudier d’abord tout particulièrement 
le transcriptome des FT dans la plante, et dans le grain dans diverses conditions 
d’approvisionnement en N et S. Le niveau transcriptionnel de la régulation ayant été mis en 
évidence comme niveau principale de la régulation des PR, cette étude nous permettra de 
dégager des FT candidats dans le développement du grain en fonction de la disponibilité en 
N et S. Ensuite, nous avons mis en place une approche systémique afin de dégager les 
différentes voies métaboliques en relation avec l’accumulation des PR. L’approche 
d’inférence de réseaux que nous avons développée dans la partie précédente est utilisée 
régulièrement dans les différents contextes de la suite de l’étude. 
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Bread wheat (Triticum aestivum L.) is a staple crop of major importance. Study of the global 
transcriptional time and/or organ specific programming as well as transcriptional regulation 
arising from nitrogen (N) and sulfur (S) supply should provide valuable information toward 
nutritional value improvement. Three distinct microarray experiments were carried out to 
measure the expression of 40 642 genes, including 2 891 transcription factors (TFs) in 68 
conditions of development, organ and nutrition. A comprehensive TF transcriptome atlas 
based on these samples was developed, representing five organs at key developmental 
stages, grain development. The expression of TF in grains in response to N and S supply was 
also studied. Specificities of wheat grain transcriptome were highlighted as well as its 
underlying developmental reprogramming and the effects of N and S supply. The results 
showed that TFs carry the original information underlying transcriptional signature of organs 
and transcriptional reprogramming of wheat grain. Overall, TFs were not different to other 
genes in terms of level of expression. Seventy grain-specific TFs were discovered. The 
inference of regulatory gene network highlighted transcription factors implied in grain 
response to N and S supply. Even more than N and S independently, N:S balance had a major 
influence on wheat transcriptome.  
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In 2012 the annual global production of wheat (Triticum aestivum L.) was estimated at more 
than 700 million of tones, it is the main cereal crop regarding the area of growth, the most 
consumed and the main staple food in various regions around the world (FAO 2013). As a 
large part of the world’s food calories and proteins come from cereal grains, extensive 
research efforts are carried out to improve cereal grain productivity, end-use quality and 
nutritional value. However, the grain is a complex organ, and improvement, either through 
genetics or agronomic solutions, requires an understanding of mechanisms governing its 
development. Knowledge of the molecular mechanisms underlying wheat grain development 
will be helpful not only for further improvement but also as a model for the exploration of 
developmental mechanisms of other angiosperms. 
  Balanced nutrition is key to cultivating high yield and high quality crops (Altenbach et al., 
2002; Triboi et al., 2000). In wheat, grain storage proteins (GSPs) content and composition 
are essential as they are the main determinants of flour and dough end-use value. High N 
supply via the use of fertilizers increases not only grain dry mass and protein yields but also 
modifies the ratios between GSP fractions (Gupta et al., 2003; Zhu et al., 1999). Sulfur 
nutrition has also a major impact on crop growth and nitrogen economy but even more in 
terms of quality. High S supply favor the accumulation of S-rich protein fractions (DuPont et 
al., 2006; Wieser et al., 2004) and has profound effect on GSP composition and dough 
functional properties (Zhao et al., 1999). Sulfur deficiency may also led to high concentration 
of free asparagine in the grains, the precursor of the suspect carcinogen acrylamide 
(Muttucumaru et al., 2006). 
  Although several reports show that GSP accumulation is mainly regulated at the 
transcriptional level in cereals (reviewed by Verdier et al., 2008; She et al., 2011), knowledge 
of the underlying molecular mechanisms remains elusive. Transcriptional activation or 
repression, as well as the processing of transcripts are critical for a finely tuned control of 
development. Transcription factors (TFs) recognize and undergo sequence-specific binding to 
the promoter regions of target genes and thus regulate promoter activity and gene 
transcription (Brivanlou & Darnell, 2002). Transcriptional regulation of a gene often involves 
interactions between multiple TFs and the complex regulation networks often lead to the 
control of gene expression via the concomitance of multiple signaling pathways. In terms of 
coordinated plant development, each process is the result of extensive regulatory 




interactions (Benfey & Weigel, 2001). TFs have been identified by comprehensive analyses in 
various plant species (Gao et al., 2006; Le et al., 2010; Riechmann, 2000; Rushton et al., 2008; 
Zhu et al., 2007). Genomic studies of Arabidopsis thaliana revealed that about 5% of its genes 
encode TFs (Riechmann, 2000). However, less than 10% of these TFs have been genetically or 
functionally characterized to date. Hexaploid wheat genome is substantially larger than A. 
thaliana and composed of three homoeologous genomes (2n = 6× = 42, AABBDD), thus 
generally each gene is represented by three homoeologous copies. The complete genomic 
sequence od wheat is not yet available. However, extensive cDNA libraries have been 
constructed (Mochida et al., 2009) as well as EST libraries (Boguski et al., 1993; Manickavelu 
et al., 2012), and a thorough analysis of expressed sequences available for wheat has led to 
the identification of 2,891 TFs (Romeuf et al., 2010). 
  Profiling transcript abundance is currently the most efficient, scalable, and informative 
method for investigating complex biological systems at the molecular level. To date, many 
studies have been carried out using microarrays to identify genes that are expressed at 
different stages of development in different organs (Benedito et al., 2008; Jiao et al., 2009; 
Ma et al., 2005; Schmid et al., 2005; Schreiber et al., 2009). These studies showed that organs 
can be differentiated based on their transcriptional signatures, with sets of genes expressed 
only in specific organs and at definite stages of development. Profiling of gene expression 
during seed and grain development has been carried out for A. thaliana (De Folter et al., 2004; 
Le et al., 2010; Ruuska et al., 2002), barley (Hordeum vulgare L.) (Druka et al., 2006), Medicago 
truncatula (Verdier et al., 2008), soybean (Glycine max L.) (Libault et al., 2010) and wheat 
(Capron et al., 2012; Drea et al., 2005; Laudencia-Chingcuanco et al., 2007). A study focusing 
on A. thaliana seed development allowed the identification of 48 TFs required for grain 
development and expressed exclusively in grain (Le et al., 2010). Among them, seven were 
already known to be key regulators of grain development including three Leafy Cotyledon 
TFs.  
  DNA microarrays are particularly helpful for crop species where little genome information is 
available both to study a specific biological process or to identify candidate target genes for 
breeding (Rensink et al., 2005). In this studied we used A 40k custom expression microarray 
for wheat based on the UniGene wheat set build #55 (Rustenholz et al., 2011) to follow the 
expression of 40,642 wheat genes, including 2,891 TFs (Romeuf et al. 2010). Three microarray 
experiments were used to shed light on TFs involved in the regulation of wheat grain 
development and their response to N and S availability. A first experiment referred as “plant 




organs sampled throughout the plant life cycle (Rustenholz et al., 2011). In a second 
experiment referred as “endosperm development” (hereafter ED), transcription profiling was 
performed across 11 grain developmental stages to better understand the transcriptional 
regulation underlying grain development. Finally an experiment referred as “N/S response” 
(hereafter NSR) was carried out to study the effect of different N and S supply on TFs 
expression at 14 stages of grain development. 
MATERIALS AND METHODS 
Plant growth conditions and experiments setup 
“Plant development” (PD) experiment 
The expression of TFs at early, mid and late stages of root, leaf, stem, ear and grain 
development was studied for the spring wheat (Triticum aestivum L.) cv. Chinese Spring. 
Seeds were shown in pots filled with a mixture of peat and pozzolana and were grown in a 
greenhouse. The plants received a mean daily photosynthetic photon flux density (PPFD) of 
26 mol m-2 d-1 (80% of ambient solar radiation), with daily maximum/minimum air 
temperatures averaging 21°C/15°C and day/night relative humidity averaging 50%/60%. 
  Roots were sampled at growth stage (GS; Zadoks et al., 1974) 10 (first leaf through 
coleoptile), 13 (three leaves unfolded), and 39 (flag leaf ligule just visible); leaves (laminae) at 
GS 10, 23 (main shoot and three tillers), and 71 (grain water ripe; i.e. 50°Cdays after anthesis); 
stem at GS 30 (ear at 1 cm), 32 (second node detectable), and 65 (anthesis half-way); ears at 
GS 32, 39, and 65; and grains at GS 71, 75 (medium milk; 300°Cdays after anthesis), and 85 
(soft dough; 700°Cdays after anthesis). Tissues were immediately frozen in liquid N and then 
stored at -80°C prior to RNA extraction. Growth stages were determined following Tottam et 
al., (1987). Two biological replicates were used. 
 “Endosperm development” (ED) experiment  
The expression of TFs at 11 stages of grain development was studied for the winter wheat cv. 
Récital. Seeds were shown in 294-mL pots filled with a peat moss mixture and were kept in a 
greenhouse until they reach GS 13. Light/dark air temperatures in the greenhouse were 
controlled at 18°C/10°C and air relative humidity at 70%/50% (light/dark). Then plants were 
vernalized for 8 weeks in a growth chamber were the air temperature was maintained at 4°C 
± 1°C, the air relative humidity at 40%, the average daily PPFD at the top of the plants was 43 
mmol m-2 d-1 during the 8-h photoperiod. After vernalization, the plants were transplanted to 




m. Plants were watered as needed to maintain a soil water potential in the rooting zone 
higher than -0.1 MPa and received 30 g m-2 of nitrogen:phosphorus:potassium (17:17:17) 
fertilizer when transferred to the greenhouse. The conditions in the greenhouse were as 
described for the PD experiment. 
  Ears were tagged when the anthers of the central florets appeared (anthesis). Ears were 
sampled every about 50°Cd between 132 and 686°Cd after anthesis, thus covering the 
cellularization, cell division, and active grain filling periods of grain development. The basal 
grains on the spikelets of the central third of the ear were collected, the embryo and the 
external pericarp were rapidly removed, and the endosperm was frozen in liquid N and stored 
at -80°C prior to RNA extraction. 
“N/S response” (NSR) experiment  
The expression of TFs in response to varying N and S supply was studied for the cv. Récital. 
Seeds were sown in 50-mL plastic pots (two seeds per pot) filled with a peat moss mix and 
were kept in a greenhouse until they reach GS 13. After 8 weeks of vernalization (in the same 
conditions as for the ED experiment), the plants were transplanted into polyvinyl chloride 
(PVC) columns (1.9 L, i.d. 7.5 cm, length 50 cm) filled with a 1:1 (v:v) washed perlite:river sand 
mix and were arranged in a 10 m-2 walk-in growth chamber in a randomized complete block 
design with four N/S treatments and three blocks to form an homogeneous stand with a plant 
density of 261 plant m-2. The conditions in the growth chamber were 20°C/15°C (day/night), 
55%/75% air relative humidity (day/night), with an average PPFD of 550 μmol m−2 s−1 at top 
of the plants during the 16 h photoperiod. 
  Each PVC column received 68 mL of a modified Hoagland’s nutrient solution (Castle and 
Randall, 1987) four times per day and 170 mL of demineralized water at the end of the dark 
period to eliminate any potential enrichment of nutrients in the substrate. All nutrient 
solutions were prepared with demineralized water. For the control treatment (termed NS) 
the nutrient solution contained 1 mM KH2PO4, 1 mM Ca(NO3)2, 0.5 mM NH4NO3, 2 mM 
MgSO4, 3 mM CaCl2, 5 mM KCl, 10 µM H3BO3, 0.7 mM ZnCl2, 0.4 µM CuCl2, 4.5 µM MnCl2, 0.22 
µM MoO3, and 50 µM EDS-Fe. Three different combinations of N and S supply were applied 
with either 3 mM N or 2 mM S (treatment NS), 3 mM N and 0.02 mM S (normal N and low S, 
treatment NS-), or 15 mM N and 0.02 mM S (supra-optimal N and low S, treatment N+S-). 
Treatment NS- was obtained from treatment NS by reducing MgSO4 concentration to 0.02 
mM and adding 1.98 mM MgCl2 to keep Mg concentration constant. Treatment N+S- was 




CaCl2 and replacing KCl by 5 mM KNO3. To obtain a large range of N:S ratio in grains, after 
anthesis all N containing compounds were excluded from the NS and NS- solutions while S 
concentration was kept unchanged. The nutrient solution of treatment N+S- was kept 
unchanged until ripeness maturity. Three additional treatments were applied to each of the 
three main treatments, complementing the nutrient solution with N and/or S from 490°Cdays 
after anthesis (i.e. midway through the effective grain filling phase) to grain ripeness maturity. 
Treatment NS was shifted to N+S, NS- to N+S-, and N+S- to N+S. Treatment N+S- was obtained 
from Treatment NS- by removing MgCl2 and increasing MgSO4 concentration to 2 mM. 
  Main-stem ears were tagged when the anthers of the central florets appeared and they were 
sampled every 90°Cd from 200°Cd after anthesis to ripeness maturity (ca. 1150°Cd after 
anthesis). To obtain representative grain samples, 8 (from 200 to 370°Cds after anthesis) to 4 
(from 460 to 1150°Cd after anthesis) main-stem ears were sampled to form a biological 
replicate for each treatment. Three biological replicates were used unless indicated 
otherwise. 
Total RNA extraction and double-stranded cDNA synthesis 
Tissues were disrupted in liquid N using a TissueLyser® grinder (Quiagen). Total RNA was 
extracted as described in Khaled et al. (2005). A lysis buffer was added to tissue powder to 
disrupt cells. Extractions were made with phenol/chloroform and nucleic acids were 
precipitated with ethanol. DNAse treatment was performed with the DNA-freeTM kit 
(ambion). Nucleic acids and RNA quality were controlled on agarose gel electrophoresis 
before and after DNAse treatment. 
  The SuperScript® Double-Stranded cDNA synthesis kit (invitrogen) was used to turn RNA into 
double-stranded cDNA. The first strand was transcribed with an oligo dT primer and the 
SuperscriptTM II Reverse Transcriptase. The synthesis of the second strand was performed 
according to the method of Gubler and Hoffman (Gubler & Hoffman, 1983) using RNAse H, 
DNA ligase, DNA polymerase I.  
Dessign of the custom 40k NimbleGen® wheat microarray 
Transcriptome analyses were carried out using a custom 40k NimbleGen® (Roche Diagnostics) 
wheat microarray (ArrayExpress ref. A-MEXP-1928) comprising 39,179 sequences from the T. 
aestivum National Center for Biotechnology Information (NCBI) UniGene (build no. 55) and 
1,613 TFs from the wDBTF database (Romeuf et al., 2010). The design of the microarray is 
described elsewhere (Rustenholz et al., 2011). Below we briefly describe the enrichment of 




  For polyploid species such as wheat, the UniGene clustering method overshadows 
homoeologous sequences, while the TIGR assembly used to identify TFs in wDBTF distributes 
alternative splice variants and closely related sequences (potentially three homoeologous 
copies in wheat) in different contigs (Quackenbush et al., 2001). Therefore we first compared 
the 7,112 TF sequences from the in silico study of TIGR assembly sequences to obtain only 
one group for homeologous copies (or alternative splicing). This step allowed distinguishing 
4,538 groups of genes that were given a unique name. A sequence homology search (e-value 
< 1 × 10-100) showed that 62% of the 4,538 TF sequences were not present in the UniGene set. 
Sequences from 1,156 additional groups were added to those of UniGene. Therefore, the 
microarray used in this study provides the opportunity to follow the expression of 40,642 
genes, among them, 64% of the TFs identified in wheat. Each transcript is represented on the 
microarray by three 60-mer probes. All TF families and subfamilies identified by in silico 
analysis have members on the microarray and the percentage of genes represented is 
different from one family to another (Supporting Information, Fig. S1 and Table S1). 
  The microarray was previously validated by comparing expression results with those 
obtainted by qRT-PCR (Rustenholz et al., 2011; Capron et al., 2012). Pearson’s coefficient of 
correlation between the two methods is > 0.7 and genes have similar pattern of expression 
during development for the two methods. 
Microarray hybridization, image analysis and data availability 
  For the PD experiment, dual-color hybridizations were performed for all the duplicate cDNAs 
making four repetitions for each of the 15 samples. cDNA labeling was carried out using the 
NimbleGen Dual-Color DNA labeling kit (Roche NimbleGen) according to the manufacturer’s 
procedure for gene expression analysis. The pairs of samples were randomly chosen and 
allocated to a plex of the microarray. For the ED experiment, each biological replicate 
consisting of 11 samples was hybridized on independent microarrays. The cDNA was labeled 
with Cy3 by random priming using the NimbleGen® One-Color DNA Labeling Kit. For the NSR 
experiment, a partial dye swap was applied where two samples in each array were labeled 
with two colors. An ANOVA analysis ( = 0.001) on the preprocessed data of the dual-colored 
samples did not detect any significant effects of dye color or array, assuring the reliability of 
other samples without dye swap. 
  All hybridizations were performed using NimbleGen® hybridization kit, according to the 
manufacturer's instructions. Microarrays were washed using NimbleGen® Wash Buffer Kit 




obtained with an InnoScan900 AL microarray scanner (Innopsys) and read with Mapix 
program (Innopsys). Data were extracted from scanned images using NimbleScan 2.5 
software (Roche NimbleGen), which allows for automated grid alignment, extraction, and 
generation of data files. 
  All expression data are available from ArrayExpress repository 
(http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/) and follow MIAME guidelines 
(http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html). Data from the PD experiment 
were deposited under the accession no. E-TABM-1095 and those of the NSR experiment 
under the accession no. E-MTAB-1782 and E-MTAB-1920. 
Data analysis 
All data were analyzed using the statistical software R (R Development Core Team, 2010) and 
Bioconductor tools (Gentleman et al., 2004). 
Microarray data processing and normalization  
The procedure used to analyze the microarray data was adapted to the hybridization design 
and the aim of the experiment. First, each image was divided into 30 identical zones. The 
background intensity was estimated using the median of the intensities of the empty spots 
and of the spots made of random sequences for each zone and subtracted to each spot 
intensity within the zone. For each experiments, data were log2 transformed.  
  For the PD experiment, two successive lowess corrections were undertaken to correct the 
dye and the duplicate biases. Afterward, the corrected intensity values were checked for each 
gene, and the aberrant values were removed. The corrected intensity values for each gene 
were compared with the corrected background intensity values using t-tests ( = 0.05). The 
median of the corrected intensity values was calculated for each significantly expressed gene 
and was considered as the expression value of the gene for the sample. To standardize the 
expression values between the 15 samples, the expression values of each significantly 
expressed gene were subtracted by the median of the expression values of the significantly 
expressed genes for the sample and then divided by the standard deviation. Finally, the 
absolute values were taken and the expression the genes that were not significant expressed 
in a sample were set to zero. 
  For the ED experiment, expression data were normalized using the robust multi-array 
average (RMA) algorithm of R package oligo (Carvalho and Irizarry, 2010). After background 




were detected using a Grubb’s test (Grubbs, 1969) with a cut-off P-value of 0.05 and were 
replaced by the mean of the two other probes values for each outlier detected. Then, 
expression data were scaled to standardize experimental and technical variations between 
microarrays. Finally, the expression of each gene for each microarray was obtained using the 
algorithm median polish of the R package oligo. 
  For the NSR experiment, expression data were quality controlled using the R package 
ArrayQualityMetrics (Kauffmann et al., 2009) and expression intensities were normalized with 
the RMA algorithm of the R package oligo.  
Multi-dimensional scaling analysis of expression data  
To explore similarities between samples, non-metric multi-dimensional scaling (MDS) analysis 
was performed using the isoMDS function of the R package MASS (Venables et al., 2002). In 
each case, data were reduced to a two-dimensional space. In the process, matrices of 
similarities between objects (samples) were calculated using Euclidean distance. The quality 
of the MDS representations was assessed by calculating the Kruskal stress values (Kruskal & 
Wish, 1978). 
Differential expressed transcription factors and clustering anlaysis 
For the ED experiment, microarray and biological replicate effects for each sampling date 
were analyzed by one-way ANOVAs ( = 0.05). Differentially expressed TFs between two 
developmental stages (ED experiment) or among the six N and S treatments (NSR experiment) 
were identified using moderate t-test of the R package LIMMA (Smyth et al., 2012). A multiple 
correction test based on the Benjamini and Hochberg’s method (Benjamini & Hochberg, 1995) 
was applied with a 5% false discovery rate. For the ED experiment, TFs expression clustering 
based on Pearson’s correlations was performed using the Hierarchical Clustering Explorer 
software version 3.5 (http://www.cs.umd.edu/hcil/hce/). 
Directed cluster and regulatory network inference  
Directed clusters and regulatory networks were inferred with an algorithm describing rule 
semantics between attributes (Agier et al., 2007) using the RulNet platform 
(http://rulnet.isima.fr). This algorithm provides a unifying framework for the discovery of 
rules among entities and allows defining different semantics (biological meanings) for the 
relationship between a given pair of variables. Semantics (Supplementary Tables S1 and S2) 
were defined with each corresponding to a specific kind of rules. The semantics were 




different N/S treatments. Thresholds corresponding to low and high relative levels were 
empirically set to -0.5 and 0.5, respectively. During the process of rule discovery, quality 
metrics were computed to filter discovered rules. The following threshold values were used: 
support > 0.3, confidence > 0.9, and lift > 1.5. Inferred directed clusters and regulatory 
networks were visualized and rearranged using the Cytoscape software version 3.0 (Smoot et 
al., 2011). Functional modules within the constructed network were identified using the 
Cytoscape plug-in Clust&see (Spinelli et al., 2013). 
RESULTS 
Organs transcriptional signature and global TFs expression 
In the PD experiment, the transcriptome of roots, leaves, stems, ears, and grains was analyzed 
at three different developmental stages chosen to represent key stages of development for 
each organ. The percentage of genes for which expression was detected in at least one of the 
three stages of development was similar for the five organs, ranging from 64% to 69% (Fig. 
1A). However, great differences were observed when each stage of development of each 
organ was analyzed independently. For instance, the percentage of genes expressed in roots 
at male meiosis was 37% while it was 62% in stems at the ear at 1 cm stage (Fig. 1A, Table 1). 
No expression was detected for 6,990 (17%) genes present on the microarray while their in 
silico expression is proven by their presence in EST libraries. Expression was detected in all 
organs and at all developmental stages for 8,464 genes (21%) and 20,459 genes (50%) were 
expressed in the five organs in at least one development stages. This percentage increased in 
pair-wise comparisons between organs. For instance, 31,449 (77%) genes were expressed in 





Fig. 1 Percentages of total transcripts excluding the transcription factors (a) or transcription 
factors only (b) expressed in different organs at different growth stages. Growth stages are: 10, 
first leaf through coleoptile; 13, three leaves unfolded; 23, main shoot and three tillers; 30, ear at 1 
cm; 32, second node detectable; 39, flag leaf ligule just visible; 65, anthesis half-way; 71, grain water 







This experiment allows highlighting genes with organ-specific expression whose number 
ranged from 508 (1.9% of expressed genes) in leaves to 874 (3.2%) in roots. Overall, 8.6% of 
expressed genes were organ-specific.  
Table 1 Number of transcripts expressed in each organ at different stages of development. 
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Ninty-two percent (2,722) of the TFs were expressed in at least one organ/development stage 
combination. This percentage was higher than the 82% of total expressed genes. The 
percentage of TFs among expressed genes varied only slightly (from 6.9% to 9.1%) from one 
condition to another (Table 1). There was no difference between the average level of 
expression of TFs and that of other genes from the microarray (P > 0.1).  
  Expression was detected in all organs and at all stages of development for 444 TFs (15%) and 
1,547 TFs (53%) were expressed in the five organs in at least one stage of development. The 
latter percentage was comparable to the percentage of total genes expressed in the five 
organs (50%). In contrast to what was observed for TFs genes families in A. thaliana (Schmid 
et al., 2005), a great similarity in terms of family of the TFs expressed was observed between 
the five organs (Fig. 2) and was not different from a random distribution (P > 0.1). Among the 
2,294 TFs expressed in grain, 960 were expressed in all three stages of grain development 
representing all TFs families but the NZZ family. 
  Only 233 TFs (8%) were specifically expressed in one organ (Table 2). Seventy TFs were 
specifically expressed in the grains. These TFs belonged to 19 TF families, among them, the 
Zinc finger, NAC, MYB, bHLH and HB were the most represented (Fig. 3A) and were more 
represented in this organ than in the four other organs (data not shown). The 70 TFs 
expressed  
specifically in the grain were classified into families and subfamilies and their stage specificity 




experiment (Fig. 3).Five TFs were expressed specifically during early grain development 
(50°Cd after anthesis) and 27 and 29 were expressed specifically at 350 and 700°Cdays after 
anthesis, respectively. The transient expression of these TFs suggests that they play a specific 
role in the finely tuned development of grains.  
 
Fig. 2 Comparison of the transcription factors transcriptome of different organs during wheat 
plant development. Radar chart of the families of transcription factors detected in five organs. Data 
are percent of total number of transcription factors expressed in each organ and the percent of total 
number of transcription factors spotted on the microarray. Data are plotted on a logarithmic scale. 
 
Roots, leaves, stem, ears, and grain have a strong transcriptional 
signature 
The transcriptional signature of the five organs at different stages of development was 
assessed using non-metric MDS analysis (Fig. 4). The resultant two-dimensional plots show 
groups of samples with similar transcriptomes and highlight the strong transcriptional 
signature of organs, which is consistent with previous reports (Honys & Twell, 2003; Schmid 





Table 2 Number of genes and transcription factors specifically expresed in different organs. Numbers 
between brackets are the number transcription factor transcripts.  
  Leaf Root Stem Spike Grain 
No. of mRNAs detected  
specifically  
in each organ 
508 (34) 874 (59) 579 (38) 736 (32) 804 (70) 
 
Fig. 3 Classification and expression of transcription factor transcripts expressed specifically in grains. (a) 
Classification by family of the 70 grain-specific transcription factors. The number of representatives for each 
family is indicated after the family name. (b) Name, family, sub-family, and pattern of expression of the 70 




Development has a stronger transcriptional signature than nitrogen and 
sulfur supply for grains 
  Transcriptional reprogramming was further studied for endosperm in the ED experiment. 
The similarities and dissimilarities between the 11 stages of endosperm development were 
first assessed using the non-metric MDS analysis (Fig. 5AB). Both the TFs and the rest of the 
genes highlighted the same groups of samples. The first group consisted of samples taken at 
132 and 172°Cdays after anthesis. The second group consisted of samples taken from 289 to 
527°Cdays after anthesis and the last one was composed of samples taken from 577 to 
686°Cdays after anthesis. Thus each groups represented the three main phases of grain 
development.  
 
Fig 4 Visualization of organ transcriptional signature by multi-dimensional scaling. (a) Total 
transcript excluding the transcription factors; (b) transcription factors. Numbers between brackets 
are growth stages. The 33,652 genes and 2,294 TFs expressed in grains in at least one sample in the 










Fig. 5 Visualization by multi-dimensional scaling of transcriptional reprogramming during grain 
development in response to N and S supply. (a) and (b) changes in endosperm transcriptome during 
grain development in the ED experiment. (c) and (d) changes in grain transcriptome in response to 
N and S supply. (a) and (c) total transcript excluding the transcription factors. (b) and (d) 
transcription factors. In (a) and (b) number above the symbols are thermal time after anthesis. Data 
dimension reduction was performed using a non-metric Multi-Dimensional Scaling (MDS) method. 
The 33,652 genes and 2,294 TFs expressed in grains in at least one sample in the PD experiment 





  The effect of N/S supply on the transcriptional reprogramming of grains was assessed for 
NSR experiment using the non-metric MDS analysis (Fig. 5CD). Although a larger dispersion is 
observed, due to the N/S effect, the transcriptional reprogramming corresponding to the 
three major stages of grain development can still be distinguished with higher similarities 
between samples from similar stages of development rather than similar treatments. The low 
N and high S treatments had the more marked transcriptional signature. 
Differentially expressed TFs in the developing endosperm 
In the ED experiment, 505 (17%) TFs were differentially expressed during endosperm 
development. The most represented families among these differentially expressed TFs were 
AP2-EREBP, MYB and NAC (each of these three families represents 9% of differentially 
expressed TFs), the bZIP, bHLH, B3, and C3H (5% each), then 3 the Zinc finger subfamilies 
(C2H2, PHD, WRKY; 4% each) and finally the MADS family (3%). Among these 505 TFs, 13 were 
specifically expressed in the grain (AS2_12, bHLH_282, EREBP_193, HD-ZIP_78, HSF_8, MIKC-
type_29 M-type_3, MYB-related_111, NAC_13, NAC_14, NAC_223, PLATZ_1, and R1R2R3-
MYB_5). 
  The expression pattern of the 505 TFs differentially expressed during endosperm 
development is shown in Figure 6. We observe major differences in TF family distribution 
between clusters and therefore in the proportion of different TF families expressed at 
different stages of wheat development. The largest cluster of TFs consists of 156 TFs that are 
up-regulated during the early phase of grain development. It can be grouped with cluster II, 
most TFs from these clusters, corresponding to the embryogenesis phase, belong to the MYB 
and ZyngFinger families. Eighty-two TFs show expression profiles similar to storage proteins, 





Fig. 6 Classification and expression of transcription factor transcripts expressed specifically in 
grains. (a) Classification by family of the 70 grain-specific transcription factors. The number of 
representatives for each family is indicated after the family name. (b) Name, family, sub-family, and 






Fig. 7 Directed clustering of transcription factors associated with N and/or S supply. Pink and light 
blue links indicate rules discovered with the QNS1 and QNS2 queries (see Supplmental Table S1), 
respectively. X-Y plots show the ratio of the percentage of transcription factor family members in 
each cluster to the percentage of transcription factor family members on the microarray. The 
correspondence between node IDs and TFs names is given in Supplemental Table S3.  
Revealing TFs involved wheat grain response to N and S supply through 
a network inference approach 
A directed clustering anlaysis was used to highlight grain TFs sensitive to N/S supply in the 
NSR experiment (Fig. 8). A total of 153 TFs were associated with N and/or S supply levels. S 
deficiency and N excess had a greater impact than S excess and N deficiency in terms of the 
number of TFs affected. Fifty-six and 90 TFs were differential expressed under N excess and S 
deficiency, respectively, while only 5 and 8 TFs were sensitive to S excess and N deficiency, 
respectively. Four clusters, thereafter referred as N+OE, N+I, S-OE and S-I can be analyzed 
consistently as their size are significantly higher than for other clusters of TFs. A greater 
number of TFs were down-regulated in each condition compared to the number of 
overexpressed TFs. We sought to highlight the bias that could exist regarding the families of 




AP2_EREBP family was the most affected by N/S supply as none of them were found in the 
N+OE and S-OE clusters while they were overrepresented in both N+I and S-I clusters. The bZIP 
family was highly overrepresented in the S-OE cluster and underrepresented in the N+OE 
cluster.  
  Six TFs were down- or over-regulated both in conditions of N excess and S deficiency (Fig; 7). 
These TFs belong to the Zinc Finger (PHD_ZNFG_146 and WRKY_109), MYB 
(MYB_related_115), NAC (NAC_246), bZIP (bZIP_33) and MADS (MIKC_type_101) families. 
None of these TFs belong to the grain-specific TFs highlighted previously. Although five out of 
these six TFs do not have any known function in plants, bZIP_33 is the wheat orthologous 
gene of A. thaliana AtbZIP11 TF, a sucrose-dependent regulator of asparagine and proline 
metabolism (Rook et al., 1998; Wiese et al., 2004; Hummel et al., 2009). 
  Genes coregulated with these six TFs were identified using the RulNet platform. For this 
purpose, three queries were designed (Supplementary Table S2). The resulting regulatory 
network (Fig. 8) highlights three highly connected sub-networks. Sub-network 1 consists of 
bZIP_33, MYB_related_115 and genes belonging to different metabolisms, including stress 
response, energy metabolism, CHO glycolysis or hormone metabolism (Supplementary Table 
S3). Sub-network 2 consists mostly of genes involved in the translation process, storage of 
proteins (serine protease inhibitors) and S-metabolism. Sub-network 3 is a larger sub-network 
and contains genes involved in translation process, S-metabolism, sugar metabolism, lipid 






Fig. 8 Transcriptional regulatory network involving the six transcription factors associated with 
high nitrogen supply and low sulfur supply in Figure 8. The color forms show the three main sub-
networks. The red squares show the six transcription factors identified in Figure 8. Pink, light blue, 
and dark blue links indicate rules discovered with the Q1 Q2, and Q3 queries, respectively (see 








  The analysis of gene expression in wheat using microarrays is complex considering the 
presence of homoeologous sequences almost identical (Poole et al., 2007). Microarrays 
produced do not distinguish the contributions of each homoeologous. Expression profiles 
obtained represent the sum of individual profiles for about 90% homoeologous genes 
(Schreiber et al., 2009). Depending on sensibility of microarray experiments, all oligo-based 
microarray for wheat have been developed with affymetrix technology based on UniGene 
clustering that regroups homeologous transcripts copies. Several studies have been carried 
on developing wheat grains, most of them used Affymetrix Wheat GeneChip developed with 
UniGene build #38 that contains 19,729 UniGene sequences (Schreiber et al., 2009; Wan et 
al., 2008). The TIGR clustering used for TF identification, unlike the previous clustering 
described, distributes alternative splice variants and closely related sequences (thus 
potentially three homoeologous copies in wheat) in different contigs (Quackenbush et al., 
2001). This is confirmed by our results, which indicate that 2,891 genes present on the 
NimbleGen® chip correspond to 5,206 sequences identified in TIGR assembly. Thus, a group 
of three 60-mers probes gave results for all homoeologous copies transcribed and probably 
various forms of alternative splicing of this gene. The same results have been described for 
tobacco TFs where 2,513 TFs were identified by Rushton et al. (2008) corresponding to 779 
unique UniGenes (Edwards et al., 2010). Therefore, the custom NimbleGen® microarray used 
in this this studied is the most comprehensive tool to date to study the expression of wheat 
genes and TFs. 
  The use of microarray in this study has allowed us to measure the expression of 40,642 genes 
including 2,891 encoding wheat TFs. An atlas of expression of genes in five different organs 
has been generated and genes expressed in a organ specific manner were identified. More 
than 17% of the genes were never detected, in any organ and at any stage of development 
whereas their expression is demonstrated by their presence in EST libraries. A first 
explanation could be of a technical nature, directly linked to the design of the probes. 
However, it could also be explained biologically by the relatively low number of samples for 
each organ combined to the transient expression of some genes whose expression could have 
been missed. Considering the TFs independently brings a partial answer. Indeed, particular 
attention was given to the design of TF probes spotted on the microarray and only 6% of the 
TFs were not expressed in any organ/development stage combinations, which would tend to 




expressed genes were expressed in at least 2 different organs and are therefore not organ-
specific. 
  Out of all the genes in at least one organ/development stage combination, about 25% were 
expressed in all organs at all the stages of development while only 19% of the TFs expressed 
in at least one organ/development stage combination showed such aspecific expression and 
8% of the TFs had an organ-specific expression. These results tend to confirm that TFs are key 
regulators of development in specific organs and at specific times of development. 
Interestingly, The percentage of TFs among expressed genes did not change significantly 
across all organs/development stages combinations, averaging 7.2%. These results are 
consistent with the results observed in a previous study of A. thaliana transcriptome (Le et 
al., 2010). 
  Classification of the wheat organs performed via a dimensional reduction analysis showed 
differences in the transcriptome between organs rather than between development stages, 
and suggest that plant organ identity is directly linked to their respective transcriptome. 
Similar results have been obtained in several studies carried out on A. Thaliana, soybean and 
medicago (Aceituno et al., 2008; Libault et al., 2010; Schmid et al., 2005). Our study showed 
that the transcriptional signature of organs is also carried by TF. We here make an educated 
guess based on the well-studied function of TFs and make an assertion that such a 
transcriptional signature is initially carried by TFs. Even though TFs can act at very low level 
of expression, we found that the overall expression of TFs is not different than that of other 
genes, which is consistent with other studies of plant TFs. In comparison, for A. thaliana, 
contradicting results have been reported. In good agreement with our results Schmid et al., 
(2005) found not found difference in the average level of expression of TFs and that of other 
genes. In contrast Czechowski, et al. (2004) reported that TF genes expression was 
substantially lower than that of other genes in A. thaliana. In contrast with what is observed 
for multi-gene families (Dressler & Gruss, 1988), in our study there was no bias between the 
expressions of TFs from different families in the five organs. The organ-gene link may stems 
from the function of the genes rather than from a structural association. 
  The study of TF expression in different organs showed that 2,294 TFs are expressed in grain, 
suggesting that grain development requires many regulations process. Among them, 70 were 
grain specific. The results of microarray study showed that proportion of TFs involves in grain 




  Grain global transcriptome and TF transcriptome both allowed identifying the major phases 
of endosperm development. Wheat grain development comprises distinct phases, starting 
with a syncytial, cellularization and differentiation phase characterized by active endosperm 
cell division, expansion and differentiation (ca. 0 to 250°Cdays after anthesis), a second phase 
characterized by a maximum rate of accumulation of storage polymers (ca. 250 to 550°Cdays 
after anthesis), and a maturation and desiccation phase (ca. 550 to 900°Cdays after anthesis) 
(Bennett et al., 1973; Evers & Millar, 2002). Important transcriptomic reprogramming 
between these phases have been observed in several studies (Capron et al., 2012; Drea et al., 
2005; Laudencia-Chingcuanco et al., 2007; Wan et al., 2008). Again, our results suggest that 
this reprogramming is carried by TFs transcriptome. 
  The expression of TFs was followed throughout endosperm development and a list of 505 
differentially expressed TFs was established. In a comparison, in A. Thaliana 1,327 TFs are 
expressed during seed development and 48 TFs are expressed specifically in seeds (Le et al., 
2010). In both species, these genes are active at different times of development that may 
correspond to transitions between two phases and therefore be important in grain 
development. In A. Thaliana transient expression experiments confirmed that these genes 
are active in specific organs and compartments of the grain (Le et al., 2010). Thus, we could 
make the hypothesis that the wheat 70 TFs expressed specifically in the grain identified in our 
study, may be key regulators of grain development. They represent 3% of TF expressed in 
grain. These results show that the same proportion of TF is specifically expressed in grain for 
A. Thaliana and wheat. 
  The most represented families in endosperm development are the NAC, MYB, bZIP, AP2-
EREBP and Zinc finger, which is similar to what is observed in barley (Sreenivasulu et al., 2006). 
In addition, the TFs specifically expressed during the grain filling have been identified and 
belong to the families: Zinc finger (DOF, C3H C3HC4), MYB, bZIP and NAC (Sreenivasulu et al., 
2006) suggesting a conservation regulatory mechanisms between the two species. These 
results are consistent with studies carried out by Schreiber et al. (2009), which have shown 
that wheat and barley transcriptome share great similarities. The involvement of many 
members of these families during the effective grain-filing period has been demonstrated 
both in mono-and dicotyledonous plants (reviewed in Verdier & Thompson, 2008).  
  Also, out of the 6 TFs involved in both N and S supply response; bZIP_33 seems to be a serious 
candidate for further investigation. Little is known about TFs involved in different processes 




and growth process in response to a variety of stress. Knowledge of the function of A. Thaliana 
orthologous gene of bZIP_33 tend to confirm that it might be involved in the response to N 
and S supply through the regulation of amino acid metabolism.  
  Recent studies from closely related species highlight the relatively high modularity of TFs, 
being able to bind a wide range of gene promoters (Mitsuda et al., 2010; Ou et al., 2011). 
Such results suggest that TFs may operate as switches controlling organ- and/or condition- 
specific regulatory networks. Moreover, it seems that the number of TFs actually binding gene 
promoter under certain conditions is substantially lower than what could be expected relying 
exclusively on binding motifs. It is therefore not only important to study master regulators 
and their surrounding effectors but also more specific networks and their dynamic. Here 
expression data have been obtained for 2,891 TFs in 78 developmental conditions providing 
a precious resource for further studies of wheat TF transcriptome and as a model for other 
cereal species. We identified TFs likely to be involved in the response to N and S supply in 
grain, yet, it would be worth investigating whether these TFs act as a trigger of this particular 
stress response or how far upstream they stand in the signaling cascade leading to more 
global adjustments of the plant physiology. A systems approach could eventually provide 
scientists with a global regulatory network involved in suh a process.  
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Fig. S1 Classification by family of the 2,891 transcription factors spotted on the NimbleGen® 






Table S1 Semantics designed to infer the clustering network. 
QNS1: Discover rules between highly abundant TFs and N/S supply levels. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN TF_NS_data 
HAVING high : t1.ATT > 0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur 
AND NoNitrogen : t1.ATT = 0 OVER Nitrogen 
AND Nitrogen : t1.ATT = 15 OVER Nitrogen 
AND NoSulfur : t1.ATT = 0.2 OVER Sulfur 
AND Sulfur: t1.ATT = 2 OVER Sulfur; 
 
QNS2: Discover rules between not abundant TFs and N/S supply levels. 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN TF_NS_data 
HAVING high : t1.ATT < -0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur 
AND NoNitrogen : t1.ATT = 0 OVER Nitrogen 
AND Nitrogen : t1.ATT=15 OVER Nitrogen 
AND NoSulfur : t1.ATT = 0.2 OVER Sulfur 






Table S2 Semantics designed to infer the regularory network. 
Q1: Discover links overexpression between genes 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN TF_NS_data 
HAVING high : t1.ATT < -0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur; 
 
 
Q2: Discover links under-expression between genes 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN TF_NS_data 
HAVING high : t1.ATT > 0.5 OVER ALL MINUS sample, Nitrogen, Sulfur; 
 
Q3: Discover genes with similar profiles of expression 
FINDRULES 
SCOPE t1 IN TF_NS_data 




Table S3 Correspondence of transcription factors identifiers and names used in 
Figure 8. The names are those used in the wheat transcription factor database 
wDBTF (http://wwwappli.nantes.inra.fr:8180/wDBFT/). 
ID TF name TF family TF Subfamily   ID TF name TF family TF Subfamily 
1 RAV_B3_2 B4 RAV  39 C2C2_GATA_11 ZincFinger C2C2_GATA 
2 AS2_20 AS2 AS2  40 EREBP_66 AP2_EREBP EREBP 
3 bHLH_92 bHLH bHLH  41 C2H2_121 ZincFinger C2H2 
4 LISCL_10 GRAS LISCL  42 R2R3_MYB_231 MYB R2R132 
5 Nin_like_10 Nin_like Nin_like  43 EREBP_86 AP2_EREBP EREBP 
6 REM_46 B42 REM  44 NAC_203 NAC NAC 
7 REM_26 B28 REM  45 NAC_246 NAC NAC 
8 R2R3_MYB_227 MYB R2R129  46 R2R3_MYB_193 MYB R2R86 
9 AP2_9 AP2_EREBP AP2  47 NAC_187 NAC NAC 
10 C2H2_55 ZincFinger C2H2  48 SBP_14 ZincFinger SBP 
11 C3H_119 ZincFinger C3H  49 AUX_IAA_12 AUX_IAA AUX_IAA 
12 EREBP_21 AP2_EREBP EREBP  50 EREBP_16 AP2_EREBP EREBP 
13 NAC_237 NAC NAC  51 R2R3_MYB_84 MYB R2R218 
14 bZIP_163 bZIP bZIP  52 MYB_related_29 MYB MYB_related 
15 bHLH_283 bHLH bHLH  53 MYB_related_44 MYB MYB_related 
16 bZIP_33 bZIP bZIP  54 CCAAT_Dr1_2 CCAAT CCAAT_Dr6 
17 bHLH_232 bHLH bHLH  55 PHD_ZNFG_146 ZincFinger PHD 
18 EREBP_163 AP2_EREBP EREBP  56 GRF_12 GRF GRF 
19 WRKY_109 ZincFinger WRKY  57 REM_53 B52 REM 
20 HD_ZIP_99 HB HD_ZIP  58 Trihelix_37 Trihelix Trihelix 
21 FHA_28 FHA FHA  59 C3H_102 ZincFinger C3H 
22 bZIP_19 bZIP bZIP  60 bZIP_146 bZIP bZIP 
23 MYB_related_138 MYB MYB_related  61 NAC_7 NAC NAC 
24 SUVAR_53 PcG SUVAR  62 E2F_DP_4 E2F_DP E2F_DP 
25 PLATZ_15 ZincFinger PLATZ  63 AUX_IAA_35 AUX_IAA AUX_IAA 
26 LIM_10 ZincFinger LIM  64 WRKY_31 ZincFinger WRKY 
27 R2R3_MYB_61 MYB R2R187  65 bHLH_254 bHLH bHLH 
28 MIKC_type_76 MADS MICK  66 WRKY_7 ZincFinger WRKY 
29 bHLH_189 bHLH bHLH  67 GeBP_11 GeBP GeBP 
30 HD_ZIP_25 HB HD_ZIP  68 PHD_ZNFG_149 ZincFinger PHD 
31 WRKY_148 ZincFinger WRKY  69 bZIP_2 bZIP bZIP 
32 HAM_15 GRAS HAM  70 RAV_AP2EREBP_7 AP2_EREBP RAV 
33 JUMONJI_1 JUMONJI JUMONJI  71 bHLH_64 bHLH bHLH 
34 bZIP_37 bZIP bZIP  72 AS2_5 AS2 AS2 
35 E2F_DP_5 E2F_DP E2F_DP  73 PHD_ZNFG_140 ZincFinger PHD 
36 WRKY_181 ZincFinger WRKY  74 Trihelix_34 Trihelix Trihelix 
37 FHA_7 FHA FHA  75 ZIM_2 ZincFinger ZIM 




Table S3. Continued 
 ID TF name TF family TF Subfamily   ID TF name TF family TF Subfamily 
77 NAC_35 NAC NAC  114 PHD_ZNFG_147 ZincFinger PHD 
78 TUB_29 TUB TUB  115 WRKY_204 ZincFinger WRKY 
79 TRX_3 PcG TRX  116 MIKC_type_101 MADS MICK 
80 FHA_27 FHA FHA  117 EREBP_236 AP2_EREBP EREBP 
81 C2H2_23 ZincFinger C2H2  118 EREBP_227 AP2_EREBP EREBP 
82 C2H2_10 ZincFinger C2H2  119 WRKY_186 ZincFinger WRKY 
83 PHD_ZNFG_301 ZincFinger PHD  120 EIL_19 EIL EIL 
84 HD_ZIP_67 HB HD_ZIP  121 NAC_244 NAC NAC 
85 GRF_8 GRF GRF  122 bHLH_119 bHLH bHLH 
86 MBF1_9 MBF MBF32  123 PHD_ZNFG_248 ZincFinger PHD 
87 Trihelix_28 Trihelix Trihelix  124 MYB_related_6 MYB MYB_related 
88 ZIM_90 ZincFinger ZIM  125 GRF_14 GRF GRF 
89 GeBP_16 GeBP GeBP  126 WRKY_90 ZincFinger WRKY 
90 EREBP_176 AP2_EREBP EREBP  127 WRKY_169 ZincFinger WRKY 
91 TRX_4 PcG TRX  128 PHD_ZNFG_299 ZincFinger PHD 
92 EIL_17 EIL EIL  129 HD_ZIP_80 HB HD_ZIP 
93 E2F_DP_6 E2F_DP E2F_DP  130 WRKY_167 ZincFinger WRKY 
94 C3H_123 ZincFinger C3H  131 bHLH_291 bHLH bHLH 
95 bZIP_157 bZIP bZIP  132 HD_ZIP_32 HB HD_ZIP 
96 HSF_8 HSF HSF  133 MIKC_type_98 MADS MICK 
97 TRX_1 PcG TRX  134 bZIP_35 bZIP bZIP 
98 EREBP_223 AP2_EREBP EREBP  135 R2R3_MYB_90 MYB R2R224 
99 LISCL_1 GRAS LISCL  136 AP2_27 AP2_EREBP AP2 
100 C3H_117 ZincFinger C3H  137 BHL_6 HB BHL 
101 bHLH_3 bHLH bHLH  138 PHD_ZNFG_187 ZincFinger PHD 
102 LFY_1 LFY LFY  139 NAC_218 NAC NAC 
103 PHD_ZNFG_230 ZincFinger PHD  140 MYB_related_133 MYB MYB_related 
104 bHLH_192 bHLH bHLH  141 GARP_G2_like_60 GARP GARP_G2like 
105 BHL_10 HB BHL  142 bZIP_85 bZIP bZIP 
106 C2C2_CO_like_102 ZincFinger C2C2_CO_like  143 NAC_155 NAC NAC 
107 PHD_ZNFG_216 ZincFinger PHD  144 FHA_24 FHA FHA 
108 REM_30 B32 REM  145 C2C2_DOF_36 ZincFinger C2C2_DOF 
109 Trihelix_20 Trihelix Trihelix  146 NAC_74 NAC NAC 
110 MYB_related_115 MYB MYB_related  147 bZIP_43 bZIP bZIP 
111 HMG_78 HMG HMG  148 bZIP_162 bZIP bZIP 
112 PHD_ZNFG_83 ZincFinger PHD  149 CCAAT_HAP3_22 CCAAT HAP3 
113 GeBP_8 GeBP GeBP      
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La puce à ADN NimbleGen blé contient plus 40 642 gènes, dont 2 891 FT, ce qui en fait l’outil 
le mieux adapté pour observer l’expression des FT du blé. Nous retirons de nombreux 
enseignements de cette étude centrée sur leur expression, tout d’abord, nous remarquons, 
que malgré la caractéristique des FT d’être capables d’agir à des niveaux d’expression très 
faibles, leur niveau d’expression général n’est pas différent de celui des gènes du 
métabolisme ou de la signalisation. 
Cette partie de l’étude a également mis en évidence des similarités entre les transcriptomes 
du blé et d’A. thaliana, espèce dicotylédone de référence. Tout d’abord concernant 
l’expression globale des FT par rapport à l’ensemble des gènes exprimés. Quel que soit 
l’organe, le stade de développement ou les conditions expérimentales, les FT représentent 
toujours la même proportion des gènes exprimés. Le proportion de gènes exprimés dans 
chaque organe est équivalent, néanmoins il est très variable en fonction du stade de 
développement considéré. Une hypothèse est qu'il pourrait s'agir de phases physiologiques 
plus « calmes » au niveau du développement de l'organe. 
L’analyse comparative des transcriptomes des différents organes montre aussi que près d’un 
quart des gènes du métabolisme et de signalisation sont exprimés dans tous les organes. 
Concernant les FT, une telle aspécificité n’est observée que pour 16% d’entre eux. Nous avons 
également remarqué que plus de 8% des FT sont exprimés spécifiquement dans un organe, 
ce qui est supérieur aux autres gènes et montre bien qu’ils doivent intervenir dans des 
processus particuliers. Nous avons également mis en évidence la signature transcriptionnelle 
des organes de la plante, qui avait déjà été identifiée dans plusieurs études chez les 
dicotylédones, mais nous précisons qu’elle est d’abord portée par les FT.  
Cette analyse comparative permet aussi de mettre en exergue 70 FT spécifiquement exprimés 
dans le grain et qui pourraient jouer des rôles clés dans son développement. De plus, 
similairement à ce qui a été observé chez l’orge, les FT spécifiquement exprimés au cours de 
la phase de remplissage du grain appartiennent aux familles des Zinc Finger, MYB, bZIP et 
NAM. Cette similarité entre nos résultats et des études menées chez l’orge étayent 
l’hypothèse d’une conservation des mécanismes de régulation impliqués dans le 
développement du grain et selon laquelle le réseau mis en évidence par Rubio-Somoza et al. 
(2006a et 2006b) chez l’orge pourrait être en partie conservé chez le blé.  
De même que pour l’identité transcriptionnelle des organes, nous remarquons que la 
reprogrammation transcriptomique observée aux transitions entre les grandes phases de 
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développement du grain (cellularisation, accumulation des réserves, 
maturation/dessiccation) est également portée par les FT.  
Dans cette étude, nous avons utilisé l’approche d’inférence de réseaux développée comme 
une approche de clustering dirigée, elle nous a permis de mettre en exergue 6 FT qui semblent 
impliqués dans la réponse au niveaux d’N et S. Parmi ces 6 FT, bZIP33, semble être un bon 
candidat pour de futures recherches. Son orthologue chez A. thaliana est impliqué dans la 
régulation du métabolisme de l’asparagine et nous pouvons supposer qu’il est impliqué dans 
le réajustement de la synthèse des acides aminés en fonction de la disponibilité en N et S. La 
suite de l’étude (publication 4) permet notamment d’étudier les réseaux globaux impliquant 
les FT, les gènes des PR et les acides aminés.  
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Grain storage proteins (GSPs) are an essential source of nitrogen (N) and sulfur (S) during 
germination. In wheat (Triticum aestivum L.), GSP concentration and composition are major 
determinants of flour end-use value. Molecular mechanisms underlying the developmental 
and nutritional regulation of GSP accumulation in cereals are as yet poorly understood. Here, 
we conducted an integrative temporal analysis of GSP, metabolite pools, and transcriptome 
of wheat grains in response to N and S supply. We found that the N:S supply ratio modulates 
the duration of accumulation of S-rich GSPs and the rate of accumulation of S-poor GSPs. 
These changes can be interpreted as the result of distinct relationships of N and S allocation, 
depending on GSP S content. We show that a major part of both developmental and 
nutritional modifications in GSP synthesis can be explained by the transcriptional regulation 
of their structural genes. Changes in the expression of transport and metabolism genes 
regulate the concentrations of different free amino acids under various plant nutritional 
status and these amino acids seem to play essential roles in the regulation of GSP expression. 
These results provide comprehensive insights into the regulation of wheat GSP accumulation 
in response to N and S supply and contribute to improve N and S use efficiency by developing 







Grain storage proteins (GSPs) play a central role in successful plant propagation by providing 
nitrogen (N) and sulfur (S) resources during seed germination. In wheat (Triticum aestivum 
L.), GSPs are also essential determinants shaping grain end-use value. Wheat grains contain 
two predominant types of GSPs, also known as prolamins, the monomeric gliadins and the 
polymeric glutenins, which account for 60% to 80% of total proteins in mature grains (Shewry 
and Halford, 2002). The gliadins have been further classified into ω1,2-, ω5-, α/β-, and γ-
gliadins, and the glutenins into high-molecular-weight (HMW-GS) and low-molecular-weight 
(LMW-GS) subunits (Wieser, 2007). These proteins differ by their levels of S-containing amino 
acids (Cys and Met), dividing GSPs into S-poor (HMW-GS and ω1,2- and ω5-gliadins) and S-
rich (LMW-GS, α/β-, and γ-gliadins) proteins (Shewry et al., 1997). HMW-GS and some LMW-
GS and α/β- and -gliadins have free –SH groups allowing them to form inter-molecular 
disulfide bonds resulting in the formation of very large gluten macropolymers during the late 
stage of grain development (Carceller and Aussenac, 1999). The S concentration and N:S ratio 
of grains are important indicator of the size distribution of the gluten macropolymers that 
govern dough rheological properties (Randall and Wrigley, 1986; Zhao et al., 1999b; Zörb et 
al., 2009). 
Nowadays, wheat industry has to face the increased incidence of S deficiency (Zhao et al., 
1999a), caused by the depletion of S in soil due to the reduction of industrial SO2 emission 
and the current practice of applying large amounts of N fertilizers without concomitant S 
supply (Eriksen and Donald, 2009). This raises the need to improve our understanding of the 
dynamic regulation of plant N and S metabolism in order to develop novel fertilization 
strategies that could take into account the concurrent management of N and S supplies to 
optimize fertilizer use efficiency. This is particularly crucial to maintain wheat grain quality, 
which relies on GSP quantity and composition, in conditions where S is limiting.  
The concentration and composition of GSPs in mature grains of cereals are strongly affected 
by N and S supply. N supply largely determines the concentration of GSPs and generally, a 
higher N supply leads to a higher GSP concentration (see review of Shewry et al., 2001; Triboi 
et al., 2003; Chope et al., 2014). On the other hand, S-deficiency decreases the concentration 
of S-rich proteins in mature grains, while it increases of the concentration of S-poor proteins, 
maintaining a steady level of total GSPs under S-limitation (Higashi et al., 2006; Zörb et al., 
2010). Moreover, a too high N supply at a given S supply induces grain S deficiency responses, 




results have been obtained on mature grains, and, therefore, little is known about the impact 
of S shortage on the time-course (i.e. rate and duration) of the accumulation of the different 
GSPs that lead to the changes in GSP composition in mature grains. However, it is obvious 
that the rate and duration of GSP accumulation is influenced by high temperature, water 
deficit, and N supply (Triboi et al., 2003; Altenbach, 2012; Hurkman et al., 2013). Thus a 
temporal analysis along grain development is essential to gain more insights into the dynamic 
adaptations to nutrient availability that underlie and define the final grain composition. 
Despite the importance of an optimal N:S ratio for bread-making quality, there is a relative 
lack of information on the biological mechanisms underlying the interplay between N and S 
metabolism and intake and its influence on GSP synthesis in cereal grains. Cereal GSPs are 
specifically synthesized and accumulated in the endosperm and their biosynthesis is under 
both developmental and nutritional regulation. In wheat, transcript levels of ω- and α/β-
gliadins and HMW-GS can be increased by post-anthesis N supply resulting in increased 
concentration of the corresponding proteins, while those of LMW-GS and γ-gliadins showed 
little change (Dupont et al., 2006; Altenbach and Kothari, 2007; Wan et al., 2014). However, 
a novel family of γ-gliadins was recently identified as highly regulated by N with dramatically 
repressed gene expression under N deficiency (Wan et al., 2013). N probably exerts its 
influence on GSP genes expression, at least in part, through transcriptional regulation 
mediated by conserved cis-element in GSP promoters (Müller and Knudsen, 1993). 
Very little is known about the S regulation of GSP gene expression. Early studies demonstrated 
that S-deficiency can increase the level of S-poor protein, the β-subunit of soybean β-
conglycinin, through transcriptional activation of its gene expression (Hirai et al., 1995). 
Oppositely, transcriptomic analysis showed that the expression of Arabidopsis thaliana S-rich 
At2S3 and At12S3 GSP genes was not decreased under S-deficient conditions, whereas the 
accumulation of the encoded proteins was decreased (Higashi et al., 2006), therefore 
suggesting a translational and/or post-translational regulation mechanism. Surprisingly, there 
is almost no information available about the effect of S supply on GSP gene expression in 
wheat grain. A few recent studies have highlighted that S deficiency can induce the expression 
of genes related to S transport and assimilation in wheat (Buchner et al., 2010; Ciaffi et al., 
2013), as occurs in many other plant species (reviewed by Lewandowska and Sirko, 2008). In 
addition to these S metabolism-related genes, several S deficiency-induced genes, often with 
yet unknown functions, have been identified through transcriptomic analysis in A. thaliana 
(Maruyama-Nakashita et al., 2003) and tobacco (Nicotiana tabacum; Wawrzyńska et al., 




elements (Maruyama-Nakashita et al., 2005; Wawrzyńska et al., 2010), one trans-factor 
(Maruyama-Nakashita et al., 2006) and one microRNA (Kawashima et al., 2009; Matthewman 
et al., 2012) involved in S mediated regulation of gene expression. To date, in wheat only one 
S deficiency-induced gene (sdi1) has been identified in vegetative organs of seedlings 
(Howarth et al., 2009) and no trans-acting factor has been reported. Therefore, it is still not 
clear whether/how S deficiency modulates the metabolism and transcriptome of wheat 
endosperm that are responsible for maintaining a constant quantity of total GSPs under 
fluctuating S availability conditions. 
Here, we performed an integrative analysis of the temporal response of wheat grain to N and 
S supply. Grains from four N and S supply conditions were sampled at various developmental 
stages and subjected to detailed GSP, targeted metabolites, and transcriptome analyses. We 
found that the accumulation of S-rich and S-poor GSPs are differentially affected by S 
deficiency and that the rates of accumulation of LMW-GS, HMW-GS, and ω5-, ω1,2-, and α/β-
gliadins are significantly correlated with their transcripts. These modifications in GSP 
synthesis were associated with rebalanced grain metabolisms that caused temporal 
modifications in grain C (sucrose, organic acids), N (Asn) and S (GSH) pools. Moreover, specific 
phases of gene response were identified and coordinated modifications were observed in 





MATERIALS AND METHODS 
Plant Material and Growth Conditions 
Plants of the bread wheat (Triticum aestivum L.) cv. Récital were transplanted just after 
vernalization into polyvinyl chloride (PVC) columns (1.9 L, i.d. 7.5 cm, length 50 cm) filled with 
a 1:1 (v:v) washed perlite:river sand mix and were arranged in a 10 m-2 walk-in growth 
chamber in a randomized complete block design with four N/S treatments (see below) and 
three blocks to form an homogeneous stand with a plant density of 261 plant m-2. The 
conditions in the growth chamber were 20°C/15°C (day/night), 55%/75% air relative humidity 
(day/night), with an average PPFD of 550 μmol m−2 s−1 at top of the plants during the 16 h 
photoperiod. 
Each PVC column received 68 mL of a modified Hoagland’s nutrient solution (Castle and 
Randall, 1987) 4 times per day and 170 mL of demineralized water at the end of the dark 
period to eliminate any potential enrichment of nutrients in the substrate. All nutrient 
solutions were prepared with demineralized water. Four different combinations of N and S 
supply were applied with either 3 mM N and 2 mM S (control treatment NS), 3 mM N and 
0.02 mM S (normal N and low S, treatment NS-), 15 mM N and 0.02 mM S (supra-optimal N 
treatment and low S, treatment N+S-), or replacing treatment N+S- with 2 mM S was applied 
from 25 days (490 °Cdays) after anthesis (i.e. midway through the effective grain filling phase) 
to grain ripeness maturity (termed N+S-/N+S). For the control treatment (NS) the nutrient 
solution contained 1 mM KH2PO4, 1 mM Ca(NO3)2, 0.5 mM NH4NO3, 2 mM MgSO4, 3 mM 
CaCl2, 5 mM KCl, 10 µM H3BO3, 0.7 mM ZnCl2, 0.4 µM CuCl2, 4.5 µM MnCl2, 0.22 µM MoO3, 
and 50 µM EDS-Fe. Treatment NS- was obtained from treatment NS by reducing MgSO4 
concentration to 0.02 mM and adding 1.98 mM MgCl2. Treatment N+S- was obtained from 
Treatment NS- by increasing NH4NO3 to 1 mM and Ca(NO3)2 to 4 mM to replace CaCl2 and 
replacing KCl by 5 mM KNO3. The shift from N+S- to N+S was obtained by removing MgCl2 and 
increasing MgSO4 concentration to 2 mM in N+S-. To obtain a large range of N:S ratio in grains, 
after anthesis all N containing compounds were excluded from the NS and NS- solutions while 
S concentration was kept unchanged. The nutrient solution of treatment N+S- was kept 
unchanged until ripeness maturity. 
Main-stem ears were tagged when the anthers of the central florets appeared and they were 
sampled every 90 degree-days (°Cdays, equivalent to ca. 11 days) from 200 °Cdays after 
anthesis to ripeness maturity (ca. 1150 °Cdays after anthesis). To obtain representative grain 




anthesis) main-stem ears were sampled to form a biological replicate for each treatment. 
Three biological replicates were used unless indicated otherwise. 
Grain Processing for Transcriptional and Biochemical Analysis 
Two to three basal grains of the central third of each ears sampled between 200 and 650 
°Cdays were first taken, the embryo was removed with a fresh razor blade, and the remaining 
tissues (i.e. the outer layers and the endosperm) were immediately frozen in liquid N and then 
stored at -80 °C for RNA extraction. The ears with remaining grains (the whole ears after 650 
°Cdays after anthesis) were frozen in liquid N and then freeze-dried. The ears where then 
threshed and the number and dry mass of grains were determined. Grains were ground to 
wholemeal flour with a MM 200 mixer mill (Retsch). The wholemeal flour was then stored at 
-80°C under N2 atmosphere before biochemical analysis. 
Determination of Total Grain Sulfur and Nitrogen Concentration  
An aliquot of 5 mg flour was weighed in tin capsules and the total N and S concentrations were 
determined with the Dumas combustion method using a FlashEA 1112 NC Analyzer (Thermo Electron) 
following the manufacturer recommendations. Grain protein content was calculated by multiplying 
grain N concentration by 5.62 (Mossé et al., 1985). 
Sequential Extraction and Quantification of the Non-Prolamin, Gliadin and Glutenin Protein 
Fractions and Separation and Quantification of the Gliadin classes and Glutenin Subunits 
Non-prolamin, gliadin, and glutenin protein fractions were sequential extracted from 100 mg 
of wholemeal flour as described in (Plessis et al., 2013). The total N concentration of each 
protein fraction was determined with the Dumas combustion method as described above. 
  Gliadin classes and glutenin subunits were separated and quantified by HPLC using an Agilent 
1290 Infinity LC system (Agilent Technologies). The gliadin extracts obtained by sequential 
extraction were used. Glutenins were extracted with a protocol adapted from Fu and Kovacs 
(1999). The gliadin and glutenin extracts were then filtered through regenerated cellulose 
syringe filters (0.45 µm pore diameter, UptiDisc, Interchim) and 4 µL (gliadin) or 2 µL (glutenin) 
or protein extract were injected onto a C8 reversed-phase Zorbax 300 StableBound column 
(2.1 × 100 mm, 3.5 µm, 300 Å, Agilent Technologies) maintained at 50°C. The eluents used 
were ultra-pure water (solvent A) and acetonitrile (solvent B) each containing 0.1% 
trifluoroacetic. The flow rate was 1 mL min-1. Proteins were separated by using a linear 
gradient from 24% to 50% B in 13 min for gliadin and from 23% to 42% B in 25 min for glutenin. 




washed with 80% B for 2 min and then equilibrated at 24% (gliadin) or 23% (glutenin) B for 2 
min, at the same flow rate. 
  Chromatograms were processed with ChemStation 10.1 software (Agilent Technologies). 
The signal obtained from a blank injection was subtracted from the chromatograms before 
integrating the data. The HPLC peaks corresponding to each of the four gliadin classes were 
identified following Wieser et al. (1998). The quantity of each gliadin class or glutenin subunit 
as a percentage of total gliadin or glutenin was calculated by dividing the areas under each 
HPLC peak by the total area under the chromatogram trace. The quantity of each gliadin or 
glutenin class per grain was calculated by multiplying the proportion of each gliadin class in 
total gliadin or glutenin subunit in total glutenin by the total quantity of gliadin or glutenin 
per grain as quantified by Dumas analysis. 
Free Amino Acid Separation and Quantification 
Free amino acids were extracted from 20 mg of whole meal flour and quantified by HPLC 
using a Alliance 2695 system (Waters) equipped with a Nova-Pack C18 AccQ-Tag column 
(WAT052885, Waters) and a fluorescence scanning detector (Waters 474) after derivatization 
with 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate as described in (Cohen and Michaud, 
1993). 
Metabolite Assays 
Metabolites were extracted from about 20 mg of wholemeal flour. Soluble sugars (glucose, 
fructose and sucrose) were assayed enzymatically according to (Jelitto et al., 1992), malate 
was assayed according to (Nunes-Nesi et al., 2007) and citrate according to (Tompkins and 
Toffaletti, 1982). Starch was measure as in (Hendriks et al., 2003). Oxidized glutathione (GSSG) 
and reduced glutathione (GSH) were extracted and assayed enzymatically with glutathione 
reductase and 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid as described in (Griffith, 1980). Assays were 
prepared in 96-well microplates and absorbance was read in an MP96 microplate reader 
(SAFAS, Monaco). Results were visualized in metabolic pathways using MapMan 3.5 software 
(Thimm et al., 2004). 
RNA Extraction and Gene Expression Analysis 
Grains from two biological replicates were ground in liquid N2 and total RNA was extracted as 
described in (Romeuf et al., 2010) and then treated with Ambion® DNaseI (Life Technologies). 
cDNA was synthesized from total RNA using the SuperScript Double-stranded cDNA Synthesis 
Kit (Invitrogen, Life Technologies) and labeled with fluorescent Cy3 and Cy5 dyes using a 




  Grain transcriptome was analyzed using a custom 40k NimbleGen® (Roche Diagnostics) 
wheat microarray (ArrayExpress ref. A-MEXP-1928) comprising 39,179 sequences from the T. 
aestivum National Center for Biotechnology Information NCBI UniGene (build no. 55) and 
1,613 transcription factors from the wDBTF database (Romeuf et al., 2010). Hybridization was 
performed using NimbleGen® hybridization kit, according to the manufacturer's instructions. 
Samples from the two biological replicates were labeled with the two different dyes and were 
randomly hybridized. Microarray images of each slide were obtained with an InnoScan900 AL 
microarray scanner (Innopsys) and read with Mapix program (Innopsys). 
The expression of 11 GSP  and 8 regulatory genes were further quantified by real-time qPCR 
with an ABI PRISM 7900HT sequence detection system using Power SYBR Green PCR Master 
Mix (Applied Biosystems). The specificity and efficiency of the primer pairs were verified as 
described in (Ravel et al., 2009). The genes coding for glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase and elongation factor 1α were used as internal controls and later used for 
normalizing the expression (Pfaffl et al., 2004). Primer pairs amplifying a cyclophilin gene and 
spanning one intron were used to check for the absence of DNA contamination. 
Statistical Analysis 
Microarray 
Microarray data were analyzed using R (R Development Core Team, 2010) and Bioconductor 
tools (Gentleman et al., 2004). After quality control, expression intensities were normalized 
with the RMA function from the oligo package (Carvalho and Irizarry, 2010). Differentially 
expressed genes among the four N and S treatments were identified using moderate t-test in 
the LIMMA package (Smyth, 2005). Genes with more than 2-folds change in expression and 
an adjusted P-value < 0.05 (Benjamini and Hochberg, 1995) after false discovery rate 
correction were considered significantly differentially expressed. The whole dataset has been 
submitted in MIAME-compliant form to the ArrayExpress database (Accession no. E-MTAB-
1782). Functional annotation of the transcripts spotted on the microarray was conducted 
using the dbWFA database (Vincent et al., 2013) using threshold coverage and identity of 50 
and 45%, respectively. The probe set and functional annotation of the significant genes and 
their clustering are given in Supplemental Table 4. 
Correlation between the Accumulation Rate of Grain Storage Proteins and the Expression 
of their Structural genes 
To determine the rate and duration of accumulation of each GSP fraction, data were fitted 




regressions were then used to quantify the relationship between the accumulation rate of 
each GSP fraction and the expression of their structural genes and to compare the slopes of 
the linear regressions among N and S treatments (Warton et al., 2012). 
Network Analysis 
Regulatory networks among transcripts, metabolites and proteins were inferred with an 
algorithm describing rule semantics between attributes (Agier et al., 2007) using the RulNet 
platform (http://rulnet.isima.fr). This algorithm provides a unifying framework for the 
discovery of rules within–omics data and allows defining different semantics (different 
biological meanings) for the relationship between a given pair of variables, therefore forming 
valuable complementary and novel knowledge in comparison with classical unsupervised 
techniques (such as correlation based network analysis). Data were first scaled and the 
semantics intended to generate rules between variables according to their relative levels 
among different treatments. Out of all the rules that were discovered a filter set was applied 
using the following thresholds: support > 0.3, confidence > 0.9, and lift > 1.5. Functional 
modules were identified within the constructed network with the Cytoscape 2.8.2 software 






Nitrogen and Sulfur Supply Causes Profound Modifications in Mature 
Grains 
To elucidate the developmental, metabolic, and transcriptional components of GSP synthesis 
regulation in response to S and N supply, winter wheat (Triticum aestivum cv. Récital) plants 
were grown with four treatments combining high and low rates of N and S supply: either 3 
mM N and 2 mM S (control treatment, termed NS), 3 mM N and 0.02 mM S (normal N and 
low S, treatment NS-), 15 mM N and 0.02 mM S (supra-optimal N and low S, treatment N+S-
), or by transferring plants from treatment N+S- to a nutrient solution containing 15 mM N 
and 2 mM S (high S and supra-optimal N, treatment N+S-/N+S) midway through the effective 
grain filling period (i.e. at 490 °Cdays after anthesis). 
The treatments led to a large range of grain total S concentration (from 0.11 for NS- to 0.16 g 
S 100 g-1 DM for N+S-/N+S) and N:S ratio (14.5 for NS to 24.5 for N+S-) in mature grains 
(Figures 1B and 1F, Supplemental Table 1). S deficiency affects flour commercial value and 
dough functional properties when grain S concentration is lower than 0.12% or the N:S ratio 
is higher than 17 (Randall et al., 1981). Based on these criteria, N+S- grains suffered from 
severe S deficiency and NS- grains experienced marginal S deficiency. Grain total protein 
concentration was mainly modified by N supply (from 11.5 g protein 100 g-1 DM for NS and 
NS- to 15.7 g protein 100 g-1 DM for N+S- and N+S-/N+S) with less influence of S supply (Figure 
1D, Supplemental Table 1). 
Multiple HPLC peaks were detected within each class of GSP, including 5 peaks for HMW-GS, 
16 LMW-GS, 5 ω5-gliadins, 5 ω1,2-gliadins, 19 α/β-gliadins, and 6 γ-gliadins (Supplemental 
Figures 1 and 2). In mature grains, the percentage of each individual peak within a given class 
of GSP was not significantly modified by the treatments (Supplemental Figures 1 and 2), 
suggesting that proteins of the same class are under coordinated regulation in response to 
nutrient availability. Common accumulation profiles for GSPs of the same class have also been 
observed under various temperature and fertilization scenarios (Hurkman et al., 2013). 
Because of this co-regulation, we analyzed the kinetics of the total amount of protein of each 




S supply finely tuned GSP composition at maturity, with S-poor proteins (HMW-GS and ω5- 
and ω1,2-gliadins) favored under S deficiency at the expense of S-rich proteins (LMW-GS and 
γ-gliadins; Figures 2 and 3, Supplemental Table 1). At maturity, the proportions of HMW-GS 
Fig. 1. Grain dry mass (DM), total nitrogen (N) and sulfur (S) mass and concentration,  and N:S 
ratio versus thermal time after anthesis for wheat grains grown with different rates of N and S 
supply. (A) Grain dry mass. (B) Grain total S concentration. (C) Grain total N mass per grain. (D) 
Grain total protein concentration . (E) Grain total S mass per grain. (F) Grain N:S ratio. The four 
treatments were NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 
mM S), and N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). Data are means 
± 1 SE for n = 3 biological replicates. Lines in (A), (C) and (E) were fitted to the data using the 




and ω5- and ω1,2-gliadins were all significantly increased by severe S deficiency (N+S-) in 
comparison with NS, while those of LMW-GS and γ-gliadins were decreased (Supplemental 
Table 1), in agreement with previous reports (MacRitchie and Gupta, 1993; Zhao et al., 1999b; 
Zörb et al., 2009). Initially classified as S-rich proteins (Shewry et al., 1997), α/β-gliadins 
exhibited a response to S more similar to S-poor proteins (Figure 3C), as previously found by 
(Wieser et al., 2004). Therefore, hereafter α/β-gliadins are classified as S-poor proteins. 
 
The Effect of Nitrogen and Sulfur Supply on Grain Protein Composition 
Can Be Broken Down into Modifications of Rate and Duration of 
Accumulation 
The total quantity of a storage compound at maturity is the product of the rate and duration 
of its accumulation. To quantify the effects of N and S supply on these two parameters, data 
were fitted to a logistic function equation (Supplemental Table 2). Severe S-deficiency (N+S-) 
decreased grain dry mass at maturity because of a shorter duration of grain-filling (Figure 1A, 
Supplemental Table 2). A similar response to S-deficiency was observed for grain total S mass 
(Figure 1E): it was 28% lower for N+S- than for NS (Supplemental Table 1) as a result of a 
duration of accumulation 340 °Cdays (ca. 17 days) shorter for N+S- than for NS (Supplemental 
Table 2). S supply had less influence on grain total N, which was largely determined by N 
Fig. 2. Nitrogen (N) and sulfur (S) have distinct 
effects on the kinetics of the low- (LMW-GS) and 
high-molecular weight (HMW-GS) glutenin 
subunits. (A) LMW-GS mass per grain. (B) HMW-GS 
mass per grain. The four treatments were NS (3 mM 
N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- 
(15 mM N and 0.02 mM S), and N+S-/N+S (shift at 
mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). 
Data are means ± 1 SE for n = 3 biological replicates. 
Lines were fitted to the data using the parameters of 





supply (Figure 1C), modifying both its rate and duration of accumulation (Supplemental Table 
2).  
Kinetic analysis of GSP uncovered different responses of S-rich and S-poor GSPs to N and S 
supply (Figures 2 and 3). On the one hand, the rates of accumulation of S-rich GSPs changed 
only to a limited extent between the four treatments, the differences in their mass per grain 
at maturity being mainly due to changes in the duration of accumulation (Figures 2A and 3D). 
For instance, the duration of accumulation of LMW-GS was 170 oCdays shorter for N+S- than 
for NS (Supplemental Table 2). On the other hand, both the duration and rate of accumulation 
of S-poor GSPs were modified by N and S treatments (Supplemental Table 2). The most 
significant change was however the increase in the rate of accumulation under high N:S 
Fig. 3. Nitrogen (N) and sulfur (S) have distinct effects on the kinetics of the four classes of gliadins. 
(A) ω5-gliadin mass per grain. (B) ω1,2-gliadin mass per grain. (C) α/β-gliadin mass per grain.(D) γ-
gliadin mass per grain. Plants were grown with one of the following four combinations of N and S 
supply:  NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 mM S), and 
N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). Data are means ± 1 SE for n = 
3 biological replicates. Lines were fitted to the data using the parameters of a logistic function reported 
in Supplemental Table 2. The same y-axis scale was used to facilitate the comparison among different 





supply ratio (N+S-), which partly compensated for the shorter duration, always resulting in 
higher mass of S-poor GSP per grain at maturity (Figure 2B and 3A-C). 
Supplying S midway through grain filling (treatment N+S-/N+S) increased the mass per grain 
and the concentration of total S within 113 °Cdays (ca. 6 days), while grain DM and total N 
mass did not respond (Figure 1). The rapid increase in grain total S mass after the nutritional 
shift rebalanced grain total N and S mass, ultimately relieving S deficiency, as showed by a N:S 
ratio of 17.6 and the highest S concentration (0.16 g S g S 100 g-1 DM) at maturity 
(Supplemental Table 1). After the nutritional shift, the mass of S-rich GSPs increased gradually 
and at maturity it was similar to NS and NS- (Figures 2A and 3D). In contrast, the accumulation 
of S-free proteins (ω5- and ω1,2-gliadins) stopped after the nutritional shift (Figures 3A and 
3B), resulting in lower mass per grain than for N+S- at maturity. The kinetics of S-poor GSP 
(HMW-GS and α/β-gliadins) was not affected by the supply of S at mid-grain filling (Figures 2B 
and 3C). 
Fig. 4. The mass of low-molecular weight glutenin subunits (LMW-GS) per grain scaled with the mass 
of total sulfur (S) per grain, while the mass of high-molecular weight glutenin subunits (HMW-GS) 
scaled with the mass of total nitrogen (N) per grain. (A) Mass of LMW-GS per grain versus mass of 
total N per grain. (B) Mass of LMW-GS per grain versus mass of total S per grain. (C) Mass of HMW-
GS per grain versus mass of total N per grain. (D) Mass of HMW-GS per grain versus mass of total S 





Sulfur-rich and Sulfur-poor Grain Storage Proteins Follow Distinct 
Allocation Relationships 
We assessed how the N and S accumulated in the grain allocate to different groups of GSP by 
quantifying the correlation between the mass per grain of total N or S and GSP (Figures 4 and 
5). We found unique correlations between the mass of total grain N and of these protein 
groups regardless of N and S supply treatments (Figures 4C, 5A 5C, and 5E). In contrast, the 
proportion of N allocated to S-rich GSPs changed with N and S treatments (Figures 4A and 
5G). For instance, a higher proportion of N was allocated to LMW-GS for NS than for N+S- 
(Figures 4A). However, S allocation to S-rich proteins was independent of S and N supply 
(Figures 4B and 5H), even if the accumulation duration of these groups of GSPs was largely 
modified by the treatments (Figures 2A and 3D). 
Fig. 5. Allocation of grain N is 
independent of the treatment for ω5-, 
ω1,2- and α/β-gliadins while allocation 
of grain S is independent of treatment 
for γ-gliadins. (A) Mass of ω5-gliadins 
per grain versus mass of total N per grain. 
(B) Mass of ω5-gliadins per grain versus 
mass of total S per grain. (C) Mass of 
ω1,2-gliadins per grain versus mass of 
total N per grain. (D) Mass of ω1,2-
gliadins per grain versus mass of total S 
per grain. (E) Mass of α/β -gliadins per 
grain versus mass of total N per grain. (F) 
Mass of α/β -gliadins per grain versus 
mass of total S per grain. (G) Mass of γ -
gliadins per grain versus mass of total N 
per grain. (H) Mass of γ -gliadins per grain 
versus mass of total S per grain The same 
y-axis scale was used to facilitate the 
comparison among different gliadin 
fractions. The insets show the data with 





S-poor Grain Storage Proteins are the Most Transcriptionally Regulated 
Grain Storage Proteins 
The kinetic analysis of GSP showed that N and S supply had a major effect on the rate of 
accumulation of S-poor GSPs. To evaluate the importance of transcriptional control on this 
aspect of GSP synthesis regulation, we analyzed the relationship between the accumulation 
rate of a given protein and its gene expression (Figure 6, Supplemental Figures 3 and 4). The 
S supply shift treatment (N+S-/N+S) was excluded from this analysis because of its limited 
number of time points. We found significant linear relationships (P < 0.002) between gene 
expression and rates of protein accumulation, independently of treatments, for LMW-GS, 
HMW-GS, and ω5-, ω1,2-, and α/β-gliadins (Figure 6, Supplemental Table 3), suggesting a 
strong transcriptional regulation of these proteins. The intercepts of the regressions were not 
significantly different from zero and the slopes were similar for the LMW-GS, HMW-GS, and 
α/β-gliadins, and were all much lower than those of the S-free ω5- and ω1,2-gliadins 
(Supplemental Table 3).  
The correlation coefficient was higher for the S-poor HMW-GS, and ω5-, ω1,2-, and α/β-
gliadins (all r2 > 0.68) than for the S-rich LMW-GS (r2 = 0.59). For the γ-gliadins, the correlation 
between the rate of protein accumulation and gene expression was not significant (Figure 6F 
and Supplemental Table 3). These results suggest that S-poor GSPs are more transcriptionally 
regulated than S-rich GSPs in response to N and S supply, with the γ-gliadins at the end of this 
spectrum. 
Nitrogen and Sulfur Availabilities Affect Free Amino Acids and their 
Precursors 
As transcriptional regulation does not explain all the modifications in GSP accumulation in 
response to N and S supply, we investigated the possibility that the availability of their 
precursors (i.e. free amino acids) could affect GSP biosynthesis. We thus analyzed 20 free 
amino acids and some of the main markers of C and S metabolisms: starch, glucose, fructose, 
sucrose, citrate, malate, and two important S-containing tripeptides (glutathione and 
glutathione disulfide). The variation of each metabolite pool over time and treatments is 
displayed on a schematic representation of the related metabolic pathways to provide a 




The most striking effect of N and S supplies on amino acid amount was observed for Asn. 
Its mass per grain reached a 12.7-fold increase under severe S deficiency (N+S-) when 
compared to NS (Figure 7 and Supplemental Figure 5). In the same conditions, the masses of 
Asp and Lys that belong to the Asn pathway were also increased. A similar tendency was 
Fig. 6. The rate of accumulation of LMW-GS, HMW-GS, ω5-, ω1,2- and α/β-gliadins was correlated 
with the expression of their structural genes. (A) Accumulation rate versus expression level for LMW-
GS. (B) Accumulation rate versus expression level for HMW-GS. (C) Accumulation rate versus 
expression level for ω5-gliadins. (D) Accumulation rate versus expression level for ω1,2-gliadins. (E) 
Accumulation rate versus expression level for α/β-gliadins. (F) Accumulation rate versus expression 
level for γ-gliadins. Lines are standardized major axis regressions. Statistics of the regressions are 





observed for Tyr, Leu, Val, Arg, and Gln, while the remaining amino acids were hardly 
influenced by the treatments.Citrate and malate are organic acids necessary to the synthesis 
of the amino acid precursor 2-oxoglutarate via the tricarboxylic acid cycle. The mass of citrate 
per grain was increased from mid-grain filling to maturity while the mass of malate per grain 
was higher under S-deficiency only around its accumulation peak, at mid-grain filling (Figure 
7 and Supplemental Figure 6). Sucrose, glutathione (GSH), and glutathione disulfide (GSSG) 
were all decreased by S deficiency, while starch, glucose, and fructose were not influenced by 
the treatments.  
Fig. 7. Effect of nitrogen (N) and sulfur (S) supply on selected metabolite pools during grain 
development. The mass per grain of sugars, organic acids and amino acids are represented on a 4 × 8 
grid in their respective pathways. Each row of the grid corresponds to a treatment and each column to 
a thermal time after anthesis. For each metabolite, the means for n = 3 biological replicates were scaled 
over all 28 data points and represented on a color scale with red for higher mass per grain and green 




The supply of S at mid-grain filling (N+S-/N+S) reversed the effect of S deficiency on 
metabolite pools. The mass of Asn, Asp, Lys, Arg, Tyr, Leu, Val, citrate, and malate quickly 
decreased, while the mass of GSH and GSSG increased to NS levels. Only for sucrose was the 
recovery partial, it increased to a lower level than NS (Figure 7). 
Sulfur Deficiency Induces Transcriptome Reprogramming in Metabolic 
and Transport Genes and Regulates Non-Prolamin and Grain Storage 
Protein Genes 
Our previous analyses suggest that the import and metabolism of N and S could be involved 
in regulating GSP synthesis under variable N and S supply. We therefore analyzed the 
transcriptome of grains from the same ears as those used for protein and metabolite analyses. 
The reliability of the microarray was assured by high Pearson’s coefficients of correlation 
(from 0.51 to 0.90, Supplemental Figure 7) between the expression levels of 11 selected genes 




Fig. 8. Heat map of differentially expressed genes among the four nitrogen (N) and sulfur (S) supply 
treatments. Data were scaled and log2-transformed and are represented in a color scale with purple 
for higher expression and green for lower expression. The average expression levels for each cluster is 
shown on the right panels, with black solid line for NS, red for NS-, blue for N+S-, and blue dashed line 




A total of 122 genes showed a significant change in expression between at least two of the 
four N and S treatments and for at least one time point during grain development 
(Supplemental Table 4). These genes were grouped into 10 clusters according to their 
temporal expression profiles and responses to N and S treatments (Figure 8). Clusters 1 to 5 
contained 47 genes that were all repressed by S deficiency, while clusters 6-10 contained 75 
genes that were induced by S deficiency.  
Most of the genes that were significantly down-regulated by S deficiency were GSP or non-
prolamin proteins. For instance, twelve putative genes of alpha-amylase/trypsin inhibitors in 
cluster 1 and four venin-like proteins in cluster 3 were strongly repressed by S deficiency. In 
contrast, four putative serpin genes and one globulin-3A and vicilin-like proteins in cluster 6 
were up-regulated by S deficiency.  
Among the genes that were significantly up-regulated by S deficiency, a major part was 
involved in the metabolism and transport of N and S. Three genes involved in S metabolism 
(adenosine-5-phosphosulfate kinase, cystathionine beta-lyase, and adenosine-5-phosphosulfate 
reductase) and several known S-deficiency induced genes (Sdi1, Sdi2, and UP9A) in other 
species (Wawrzyńska et al., 2005; Howarth et al., 2009) were significantly up-regulated by S 
shortage in our conditions (cluster 7 and 10). In clusters 7 and 9 we found three genes coding 
for amino acid metabolism enzymes. Genes involved in C metabolism were also represented. 
Three of them coded for glycolysis enzymes: a triose phosphate isomerase in cluster 10 and 
a phosphofructokinase and a diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase in 
cluster 9, and a fourth one in cluster 8 encoded an ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase). 
We found that two amino acid transporters and three sulfate transporters were up-regulated 
by S-deficiency (cluster 7). 
Our transcriptomic analysis also pointed out putative candidate genes for GSP gene 
expression regulation. We found two high-mobility group (HMG) transcriptional factors in 
cluster 8 and one APETALA2-ethylene-responsive element-binding protein (AP2-EREBP) in 
cluster 10, which were all up-regulated by S-deficiency. 
Regulatory Network Analysis Uncovers Novel Protein-Metabolite-Gene 
Linkages 
In addition to the above correlation analyses, we further explored our dataset using a directed 
multi-level regulatory network (Agier et al., 2007), screening for potential associations among 




The resulting network comprised 126 variables (nodes) and 536 significant linkages (edges), 
which were distributed into 8 modules (Figure 9, Supplemental Table 4). The two largest 
modules contained 33 (module 1) and 32 (module 2) nodes representing different types of 
functional variables. Modules 1 comprised mainly storage compounds, including LMW-GS, 
HMW-GS, 5-, 1,2-, /- and -gliadin mass per grain and the rate of accumulation of 1,2- 
and /-gliadin, and genes encoding -gliadins and non-prolamin GSPs. Module 2 comprised 
highly responsive variables, notably the most responsive amino acid Asn, the N:S ratio, the 
rate of accumulation of 5-gliadins and genes involved in S-deficiency response (APR, Sdi1, 
Sdi2, Sultr, Sultr4;1, and IFR), amino acid metabolism (HMT, ALT, amino acid transporter), 
translation (RPL14 and RPL18), and DNA replication (MCM6, PRL, and HMG). This module may 
pinpoint the underlying processes of a concerted response required by grains to maintain 
their N and S balance under S-deficiency. 
Fig. 9. Directed multi-level regulatory network for grain response to nitrogen (N) and sulfur 
(S) supply. Arrows indicates the direction of the linkage from source to target nodes. Node 
colors and shapes reflect variable categories: genes, open circles; mass of GSP groups per 
grain, pink diamonds; rate of accumulation of GSP groups, orange hexagons; and metabolites, 
green squares. Edge colors reflect the biological meaning of the linkage between source and 
target: blue indicates that when the level of source was low, a low level of target was observed; 
red indicates that when the level of source was high, a high level of target was observed. For 
transcripts, either UniGene identifier or abbreviated GSP names are shown (for details, see 




The third module (module 3) contained 24 nodes, including Gly, Phe, Ser, Thr, Asp, Fru, and 
Suc mass per grain and total S mass per grain and rate of accumulation. The remaining 
modules were mainly composed of transcripts and their associations agreed well with the 
clustering analysis (Figure 8). Interestingly, in module 7 GSH showed high associations with 
the expression of genes encoding avenin-like proteins. 
The network also contained three transcription factors known to regulate GSP genes in 
cereals. Surprisingly these transcription factors were not directly linked to GSP genes. MYBS3 
(module 1) was linked to the rate of accumulation α/β-gliadins and the mass per grain of γ-
gliadins (Figure 9). FUSCA3 (module 3) was linked to the mass per grain of Ser and Thr, and 
three transcripts encoding cysteine-rich proteins (Ta_S12902004, Ta_S12902632, 
Ta_S16225535). Finally, MCB1 (module 5) was linked to a gene with unknown function and 
to CMX1 a trypsin/alpha-amylase inhibitor. CMX1/CMX3 were involved in a highly connected 
module composed of genes of a mutligenic family of trypsin/alpha-amylase inhibitor proteins 








Allometric Allocation of Nitrogen and Sulfur to Grain Storage Proteins is 
Mainly Dependent on Transcriptional Regulation 
Even though the effect of S deficiency on the distribution of GSPs between S-poor and S-rich 
proteins is well documented for mature wheat grain (Wieser et al., 2004; Zörb et al., 2009), 
the response of GSP composition to S supply during grain development is largely unknown. 
Here, we found that, independently of developmental stage and N and S supply, the mass per 
grain of S-poor GSP scaled allometrically with total N mass per grain, while the mass per grain 
of S-rich GSP scaled allometrically with total S mass per grain. This suggests that the control 
of GSP synthesis relies on an elegant regulation mechanism evoking communicating vessels, 
tightly linked to grain N and S status, in order to maintain total GSP mass per grain under S 
deficiency by increasing S-poor proteins like HMW-GS, ω5-, ω1,2- and α/β-gliadins and 
decreasing S-rich proteins like LMW-GS and γ-gliadins in a coordinated manner. 
This strict regulation most likely involves the modulation of GSP gene expression. Nucleotide 
polymorphisms in the promoter region of the wheat transcription factor Storage Protein 
Activator (Spa-A) were associated with the scaling coefficient of the allometric relationship 
between total N and gliadin mass per grain (Ravel et al., 2009). Furthermore, a genome-wide 
association study identified several candidate transcription factors involved in this regulatory 
mechanism (Plessis et al., 2013). Both studies indicate that the allometric relationships of 
grain nitrogen allocation underlie the dynamics structuring these regulatory networks in 
which transcriptional regulation is dominant. Here, we found significant correlations between 
gene expression and the rate of protein accumulation for all GSPs but γ-gliadins. Thus, 
transcriptional regulation explained, at least in part, the observed changes in the rate of 
accumulation of these GSP groups in response to N and S supply. The slope of the relationship 
for the S-free ω-gliadins was much larger than that for LMW-GS, HMW-GS, and α/β-gliadins, 
suggesting that the former proteins have a higher translation efficiency. 
The signal transduction between nutrient availability and GSP gene expression is still 
unknown. Our transcriptomic and network analyses pointed out several transcriptional 
factors (two HMG and one AP2-EREBP, MYBS3, FUSCA3 and MCB1) that may be involved in 
this signal transduction. HMG transcriptional factors can promote the binding of Dof (DNA-
binding with one finger) domain proteins to DNA (Yanagisawa, 1997). Because two Dof 
domain proteins (PBF and SAD) are known to be involved in the transcriptional regulation of 




regulation by interacting with PBF or SAD. AP2-EREBP may link the crosstalk between 
ethylene signaling and S metabolism as recently highlighted in plants (Iqbal et al., 2013). 
MYBS3, whose barley ortholog interacts with BLZ2 and BPBF to regulate hordein gene 
expression (Rubio-Somoza et al., 2006), was linked with the rate of accumulation of α/β-
gliadins. FUSCA3 and MCB1 were linked to cystein-rich proteins and trypsin/alpha-amylase 
inhibitors, respectively. FUSCA3 is a key regulator of A. thaliana seed development (Wang and 
Perry, 2013) and its barley ortholog also trans-activates the expression of hordein genes 
(Moreno-Risueno et al., 2008). MCB1 has been implicated in the circadian clock-regulated 
expression in leaves, is a negative regulator of the GA-induced hydrolase genes in germinating 
aleurone cells of barley brains, and is a repressor of HvMYBS3 expression (Rubio-Somoza et 
al., 2006). These transcriptional factors provide good candidates for further functional 
characterization. 
 We were also able to generalize our findings on prolamin regulation to other GSPs: serpins 
and alpha-amylase/trypsin inhibitors. They contain respectively 2 (Rosenkrands et al., 1994) 
and 8 mol % of Cys and Met, which makes them respectively S-poor and S-rich GSPs. 
Proteomic analyses have shown that in wheat grain alpha-amylase/trypsin inhibitors can be 
decreased by N supply (Altenbach et al., 2011a) and S deficiency (Grove et al., 2009), while 
serpins can be increased by N supply (Altenbach et al., 2011b). Our gene expression results 
are in tight agreement with these proteomic studies, indicating that these proteins are, at 
least partly, under transcriptional regulation in response to N and S supply. Furthermore, this 
means that alpha-amylase/trypsin inhibitors and serpin genes are regulated as prolamins in 
response to S deficiency.  
Adjustments of Amino Acid Transport and Metabolism Are Necessary to 
Regulate Grain Storage Protein Accumulation in Response to Sulfur 
Deficiency 
The dynamics of metabolite pools, either transported by the phloem or synthesized de novo 
in the developing grains (Tabe et al., 2002), may also play a key role in the signal transduction 
between nutrient availability and GSP accumulation (Weber et al., 2010; Veliz et al., 2014). 
Good candidate metabolites for such a role are free amino acids. The availability of free amino 
acids can have direct effects on the translation efficiency, but it could also have a signaling 
role (Hernandez-Sebastia et al., 2005; Ohkama-Ohtsu et al., 2008). Amino acid precursors 
(e.g. O-acetylserine) or small peptides (e.g. GSH) could also serve as signal in the regulation 
of grain N and S allocation of GSP (Sogawa et al., 2005; Ohkama-Ohtsu et al., 2008). In 




GSP accumulation in response to nutrient availability, we observed coordinated changes 
between N, S and C metabolisms and GSP accumulation. 
As can be expected, S deficiency had a major effect on S metabolism. Three S transporters 
and APR, a core regulator of S metabolism, were strongly up-regulated. This concomitant up-
regulation of S transport and metabolism upon S deficiency is a relatively well-established 
response (Maruyama-Nakashita et al., 2003; Nikiforova et al., 2003). The activation of these 
pathways may improve S uptake and compensate partly for S deficiency. 
  The concentration of Cys in our samples was undetectable, but the kinetics of Met mass per 
grain was not modified by the treatments. Two genes (homocysteine S-methyltransferase and 
cystathionine beta-lyase) involved in Met biosynthesis from Cys were up-regulated under S 
deficiency, which may explain the observed Met homeostasis under variable S supply. We 
suggest that the grain may give priority to S utilization for Cys and Met biosynthesis in order 
to meet the need for GSP accumulation, at the expense of other S-containing compounds. 
This hypothesis is supported by the observed decrease in GSH mass per grain under S 
deficiency conditions, in agreement with previous studies (Tea et al., 2005; Reinbold et al., 
2008; Zörb et al., 2009). 
The effects of S deficiency are not limited to the metabolism of S-containing amino acids. In 
our study, S deficiency induced a coordinated increase in most free amino acids, with Asn 
showing the strongest increase of all amino acids. This result is in agreement with previous 
reports for mature grains of wheat (Granvogl et al., 2007) and could be partly explained by 
the up-regulation of genes involved in Ser, Gly, and Ala metabolisms. Several amino acid 
transporters were also up-regulated by S deficiency, suggesting an increased import of amino 
acid from the mother plant. The import rate of amino acids from phloem to the grain has 
been shown to be positively correlated with the expression of B- and C-hordeins in barley 
(Veliz et al., 2014). The critical role of amino acids supply in GSP synthesis regulation is also 
supported by the increase in GSPs observed in narbon bean (Vicia narbonensis L.) and pea 
(Pisum sativum L.) seeds overexpressing a broad bean (V. faba L.) amino acid transporter 
(VfAAP1) (Weigelt et al., 2008). 
Changes in primary C metabolism have been found to be linked to modifications in GSP 
synthesis. For example, the antisense-inhibition of AGPase, the enzyme of the first committed 
step in starch biosynthesis, in developing seeds of narbon bean resulted in an increase in GSP 
concentration with a moderate decrease of starch concentration (Weber et al., 2000), and 




GSP synthesis (Weichert et al., 2010). The modifications in C metabolism observed in our 
study could also be related to GSP accumulation and N metabolism through the glycolysis, 
which provides precursors for amino acid synthesis. The most important changes caused by 
S deficiency on C metabolism were an increase in malate and citrate and a decrease in 
sucrose. This is consistent with a recent metabolomic analysis of mature wheat grain (Zörb et 
al., 2012) but in contradiction with an older study that found no effect of S supply on sucrose 
concentration (Granvogl et al., 2007). The decrease in sucrose could be due to the up-
regulation of genes coding for enzymes of the glycolytic (PFP, PFK, and TPI) and starch 
(AGPase) pathways. These pathways can use sucrose imported into the grain as precursor and 
their up-regulation probably caused more sucrose to be channeled into pyruvate and/or 
starch, which results in decreased sucrose mass per grain and unchanged starch under S 
deficiency.  
 
Sulfur Supplied at Mid-Grain Filling Can Compensates for Grain Sulfur 
Deficiency 
Our results emphasize the importance of temporal analyses in order to gain better 
understanding in the occurrence of important regulatory events in response to N and S 
supply. We found for example that the increase in most of the free amino acids upon S 
deficiency started midway through grain filling (ca. 600 °Cdays after anthesis), which indicates 
that grains were able to maintain their amino acid homeostasis at the early stages of grain 
development regardless of N and S supply. This developmental stage is also the one when DM 
and most GSPs stopped accumulating in conditions of S deficiency. Those results pinpoint a 
critical stage in the grain response to S deficiency, which could help efficiently scheme S 
fertilizer application in the field. 
  Recent studies have shown that S fertilization at ear emergence stage can prevent S 
deficiency at later stages (Zörb et al., 2009; Steinfurth et al., 2012). Here, we show that S 
supply at 490°Cdays after anthesis (i.e. shortly before the critical stage of S deficiency effects 
identified here) can also efficiently mitigate S deficiency. This shift in nutrition led to a fast 
recovery of total S, S-rich GSPs and several metabolites (e.g. GSH, citrate, and free amino 
acids) that were concomitant with changes in the expression of S transporter and metabolism, 
amino acid metabolism, oxidative stress response genes. 
  S transporters are good candidates to explain the swiftness of this recovery, as their 
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Supplemental Table 1. Dry mass, N and S mass and concentration and protein composition for mature wheat 
grains grown with four combinations of N and S supply. 
Data are means ± 1 SE for n = 3 independent replicates. Different letters within a row indicate significant 
differences (  = 5) among N/S treatments following a Tukey test. P-value from ANOVAs for the four N/S 
treatments are reported. 
Variables 
Treatments 
NS NS- N+S- N+S-/N+S P-value 
Grain dry mass 
(mg DM grain-1) 
36.27±0.6a 35.7±1.48a 31.45±2.46a 29.69±1.16a 0.048 
Grain total N 
(mg N grain-1) 
0.69±0.03b 0.78±0.04ab 0.85±0.02a 0.85±0.03a 0.025 
Grain total S 
(mg S grain-1) 
0.0478±0.0018a 0.0426±0.0013a 0.0344±0.0004b 0.0483±0.0017a 0.00036 
Grain S concentration 
(g S 100 g-1 DM) 
0.13±0.005b 0.12±0.004b 0.11±0.008b 0.16±0.001a 0.00044 
Grain protein 
concentration 
(g protein 100 g-1 DM) 
10.74±0.38b 12.3±0.26b 15.25±0.92a 16.09±0.76a 0.0011 
Grain N:S ratio 
 
14.5±0.26c 18.33±0.58b 24.57±0.41a 17.6±0.85b 1.12E-05 
Total gliadin 
(% of total grain N) 
16.65±0.59b 21.34±0.46a 23.44±1.26a 24.16±0.43a 0.00023 
Total glutenin 
(% of total grain N) 
28.68±1.79a 26.13±1.83ab 21.01±0.22b 27.09±0.92ab 0.020 
Gliadin:glutenin ratio 
 
0.58±0.02c 0.82±0.05b 1.1±0.06a 0.89±0.04b 0.00039 
ω5-gliadin 
(% of total grain N) 
0.65±0.01c 1.65±0.09b 2.75±0.17a 1.91±0.06b 3.91E-06 
ω1,2-gliadin 
(% of total grain N) 
0.8±0.07d 1.59±0.05c 2.8±0.07a 2.22±0.08b 1.77E-07 
α/β -gliadin 
(% of total grain N) 
9.33±0.38c 13.37±0.31b 14.43±0.53ab 15.32±0.36a 2.85E-05 
γ -gliadin 
(% of total grain N) 
5.86±0.14a 4.73±0.18b 3.1±0.07c 4.69±0.09b 2.92E-05 
LMW-GS 
(% of total grain N) 
22.43±1.47a 17.89±1.79a 12.18±0.16b 18.6±0.44a 0.0020 
HMW-GS 
(% of total grain N) 
6.25±0.37b 8.24±0.27a 8.84±0.13a 8.48±0.5a 0.0029 
HMW-GS:LMW-GS ratio 
 




Supplemental Table 2. Estimated rate and duration of the accumulation of grain dry mass, total N, total S, and 
grain storage proteins. 
Data were fitted with a 3‐parameters logistic function equation: 
 
Where Q is the quantity of dry mass or N per grain, t is the degree‐days after anthesis, Qmax is the final value of Q 
approached as t → ∞, r is the maximum rate of accumulation defined as the derivative of the point of inflexion, 
and t95 is the duration of accumulation defined as the duration, from anthesis, in which 95% of Qmax is 
accumulated. 
Variables Treatments 
Qmax   t95   r 
Estimate SE  Estimate SE  Estimate SE 
Dry mass NS 35.1 1.51   774.5 84.4   0.064 0.0099 
NS- 35.4 0.56  822.2 29.4  0.061 0.0030 
N+S- 31.5 0.58  687.5 29.8  0.069 0.0046 
N+S-/N+S 29.2 0.86  631.7 47.1  0.072 0.0089 
Nitrogen NS 0.71 0.037   968.3 111.2   0.0010 0.000125 
NS- 0.80 0.011  884.9 27.2  0.0012 4.81 × 10-5 
N+S- 0.84 0.015  725.9 28.7  0.0017 9.94 × 10-5 
N+S-/N+S 0.83 0.020  705.3 40.3  0.0018 1.56 × 10-4 
Sulfur NS 0.048 0.0036   906.4 179.7   0.000065 1.50 × 10-4 
NS- 0.043 0.0008  706.2 35.8  0.000086 6.47 × 10-6 
N+S- 0.036 0.0010  568.6 46.4  0.000093 1.31 × 10-5 
N+S-/N+S 0.050 0.0011  840.9 44.7  0.000080 5.65 × 10-6 
LMW NS 0.16 0.0085   828.3 77.6   0.00036 5.56 × 10-5 
NS- 0.15 0.0045  742.0 36.5  0.00038 3.50 × 10-5 
N+S- 0.11 0.0073  659.3 73.7  0.00035 7.64 × 10-5 
N+S-/N+S 0.18 0.0112  776.1 79.1  0.00047 9.92 × 10-5 
HMW NS 0.045 0.0026   884.6 88.7   0.000089 1.31 × 10-5 
NS- 0.060 0.0023  760.9 48.1  0.000148 1.69 × 10-5 
N+S- 0.072 0.0020  578.6 27.7  0.000309 3.65 × 10-5 
N+S-/N+S 0.071 0.0019  568.7 27.6  0.000315 3.87 × 10-5 
ω5-gliadins NS 0.005 0.0004   1115.4 129.0   0.000007 9.94 × 10-7 
NS- 0.015 0.0032  1432.0 336.0  0.000016 2.91 × 10-6 
N+S- 0.024 0.0022  1111.1 136.8  0.000036 5.95 × 10-6 
N+S-/N+S 0.014 0.0013  736.8 120.9  0.000037 1.14 × 10-5 
ω1,2-gliadins NS 0.006 0.0001   967.5 24.1   0.000012 4.92 × 10-7 
NS- 0.013 0.0005  1023.5 57.5  0.000022 1.79 × 10-6 
N+S- 0.024 0.0011  817.3 53.2  0.000057 6.81 × 10-6 
N+S-/N+S 0.018 0.0007  655.9 42.5  0.000060 8.80 × 10-6 
α/β-gliadins NS 0.065 0.0019   905.5 37.5   0.00014 1.05 × 10-5 
NS- 0.103 0.0032  869.6 42.1  0.00023 2.10 × 10-5 
N+S- 0.122 0.0029  739.2 26.8  0.00034 2.42 × 10-5 
N+S-/N+S 0.119 0.0075  800.9 84.7  0.00028 5.40 × 10-5 
γ-gliadins NS 0.040 0.0017   940.6 63.5   0.000075 7.16 × 10-6 
NS- 0.040 0.0032  848.5 116.0  0.000080 1.74 × 10-5 
N+S- 0.028 0.0013  524.7 52.4  0.000122 2.96 × 10-5 


















Supplemental Table 3. Summary statistics of linear regressions between the rate of accumulation of grain storage 
protein subunits or classes and their gene expression for developing wheat grains grown in the growth chamber under 
three combinations of N and S supply. 
Slopes and intercepts are based on standard major axis regressions. CI, confidence intervals. Different letters indicate 
a statistical difference (  = 0.05) in the intercept or slope. Data are plotted in Figure 8. 
Protein 
Intercept 
(×10-3 μg N grain-1 [oCday]-1) 
 
Slope 
(×10-3 μg N grain-1 [oCday]-1 
[Normalized expression]-1) 
r2  P-value Estimated 95% CI  Estimated 95% CI 
LMW-GS 40.9 a -25.9 to 107.6   8.6 b   6.1 to 12.1 0.59 < 0.001 
HMW-GS -6.8 a -29.3 to 15.7  9.4 b   7.7 to 11.4 0.87 < 0.001 
ω5-gliadins 0.5 a -3.6   to 4.5  190.9 c 155.1 to 234.9 0.86 < 0.001 
ω1,2-gliadins -2.5 a -11.0 to 6.02  290.9 d 219.7 to 385.1 0.73 < 0.001 
α/β-gliadins -16.6 a -75.4 to 42.2  8.7 b   6.4 to 11.8 0.68 < 0.002 






Supplemental Table 4. Clusters and functional annotations of the 122 differentially affected genes in response to N and S supply. 
The probe ID of each gene listed in the heatmap (Figure 5) was provided following its putative functional category and functional annotation. Abbreviation was 
provided for each gene when available, and these abbreviations were used in the directed multi-level regulator network for node name (Figure 9). Cluster No indicates 
the cluster in which a gene is involved in the heatmap (Figure 5), and Module No indicates the network module in which a gene is involved in the network (Figure 9). 




No Functional Category Functional Annotation 
Ta_S12897113 CM16 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM16) 
Ta_S12902327 CM3 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM3) 
Ta_S12903063 CM16 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM16) 
Ta_S12913304 CM16 1  Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16 precursor 
(Chloroform methanol-soluble proteinCM16) 
Ta_S12923041 CMX2 1 5 Cysteine-rich Trypsin/alpha-amylase inhibitor CMX2 precursor 
Ta_S13073077 CM2 1  Cysteine-rich Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM2 precursor 
Ta_S13109281 CMX1 1 5 Cysteine-rich 
Trypsin/alpha-amylase inhibitor CMX1 CMX3 
precursor 
Ta_S13236140 CM16 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM16) 
Ta_S13236387 CM16 1 5 Cysteine-rich 
 Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM16 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM16) 
Ta_S13243416 CM3 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM3) 
Ta_S17989754 CM3 1 5 Cysteine-rich 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CM3 precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CM3) 
Ta_S50382456 CMx 1 5 Cysteine-rich CMx; trypsin inhibitor 
Ta_S13109604 GST 2  misc glutathione S-transferase [EC 2.5.1.18] 
Ta_S12902004 LTPL29 2 3 Cysteine-rich:proteinase inhibitor  Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein 
Ta_S12902632 IAAA 2 3 Cysteine-rich:proteinase inhibitor 
Alpha-amylase/trypsin inhibitor CMa precursor 
(Chloroform methanol-soluble protein CMa) 
Ta_S13236817 Ta_S13236817 2 3 Cysteine-rich:proteinase inhibitor WCI proteinase inhibitor 




Ta_S32739963 Ta_S32739963 2 3 unknown unknown 
Ta_S32532842 ZmEBE-1 2  misc ZmEBE-1 protein, within unknown function 
Ta_S16254769 Ta_S16254769 2  unknown unknown 
Ta_S12913280 Ta_S12913280 2 3 unknown unknown 
Ta_S13006307 Ta_S13006307 2 3 unknown unknown 
Ta_S12940984 Ta_S12940984 2  Defense response  
invertase/pectin methylesterase 
inhibitor superfamily 
Ta_S16225535 Ta_S16225535 2 3 Cysteine-rich low-molecular-weight cysteine-rich 72 
Ta_S12981167 Ta_S12981167 3  unknown Unknown 
Ta_S12903036 Avenin-like 3 7 Storage protein avenin like seed protein 
Ta_S12915182 Avenin-like 3 7 Storage protein avenin-like seed protein 
Ta_S17988333 Avenin-like 3 7 Storage protein avenin-like protein s1 
Ta_S26023317 Avenin-like 3 7 Storage protein avenin-like protein s1 
Ta_S12950024 Ta_S12950024 4  Pectin metabolism polygalacturonase [EC 3.2.1.15] 
Ta_S13135075 Expansin 4  Cell expansion Expansin 
Ta_S13165283 Expansin 4  Cell expansion Unknown 
Ta_S16198352 Ta_S16198352 4 4 unknown Unknown 
Ta_S16246404 Ta_S16246404 4  Protein processing Calcineurin 
Ta_S22390741 Ta_S22390741 4  unknown Unknown 
Ta_S32508418 Ta_S32508418 4 5 unknown Unknown 
Ta_S32585899 Ta_S32585899 4  CHO Glycosyl Hydrolase 
Ta_S37941838 Ta_S37941838 4  unknown Unknown 
Ta_S12913540 Ta_S12913540 5 6 unknown unknown 
Ta_S12913844 IAAE 5 5 Cysteine-rich 
Trypsin inhibitor CMeprecursor (Chloroform 
methanol-soluble protein CMe)  
Ta_S12914794 Ta_S12914794 5  Cystein-rich 
Glycine-rich protein family, retrotransposon 
protein 
Ta_S12923152 BBTI11 5 6 Cysteine-rich Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor  
Ta_S13220528 BBTI12 5 6 Cysteine-rich Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor 




Ta_S17987091 CHIT 5 6 defense response Chitinase 
Ta_S22390611 Ta_S22390611 5 1 defense response defense response 
Ta_S50383474 AMBP1 5 6 defense response Antimicrobial peptide MBP-1 family protein 
Ta_S12923098 SERPIN 6 1 Storage protein Serine protease inhibitor (SERPIN) family protein  
Ta_S12923099 SERPIN 6 1 Storage protein Serine protease inhibitor (SERPIN) family protein  
Ta_S12923100 SERPIN 6 1 Storage protein Serine protease inhibitor (SERPIN) family protein  
Ta_S12923101 SERPIN 6 1 Storage protein Serine protease inhibitor (SERPIN) family protein  
Ta_S16235281 Ta_S16235281 6 1 Cysteine-rich protein inhibitor family protein 
Ta_S16058430 THI 6 1 
stress response and sulfur 
metabolism Thiazole biosynthetic enzyme 
Ta_S13008421 Dehydrin 6 1 Cystein-rich Dehydrin family protein 
Ta_S17888539 Dehydrin 6 1 Cystein-rich dehydrin family protein 
Ta_S13173393 MIOX 6 1 Oxidative response  myo-inositol oxygenase [EC 1.13.99.1] 
Ta_S18008306 MIOX 6 1 Oxidative response  myo-inositol oxygenase [EC 1.13.99.1] 
Ta_S26027452 SMO 6 1 Oxidative response sterol-4alpha-methyl oxidase 1-1  
Ta_S32601090 TPP 6  CHO:starch and sucrose trehalose 6-phosphate phosphatase  [EC 3.1.3.12] 
Ta_S32707577 globulin-3A 6 1 Storage protein globulin-3A, seed storage protein 
Ta_S13242938 Vicilin-like 6 1 Storage protein Vicilin-like storage protein 
Ta_S13099497 LEA 6 1 LEA 






6 1 TF 
NAC TF 
CA652994_bZIP CA652994_bZIP 6  TF ZIP TF 
Ta_S16266289 Ptr 7 2 Phosphate translocation Phosphate/phosphate translocator 
Ta_S17985695 Ta_S17985695 7 2 Oxidative stress 
Copper chaperone , anti-oxidant 1, heavy metal-
associated domain containing protein 
Ta_S13209746 Ta_S13209746 7 1 Cation transport Cation transport regulator-like protein 1 
Ta_S17881015 Ta_S17881015 7  unknown Unknown 
Ta_S32642859 Ta_S32642859 7  unknown Unknown 
Ta_S32678734 Ta_S32678734 7 1 unknown Unknown 




Ta_S22383167 MTD1 7 2 N response 
NAD-dependent 5,10-methylenetetrahydrafolate 
dehydrogenase 
Ta_S32586942 AAP 7 2 aa transporter  Amino acid-polyamine transporter 
Ta_S13261577 AAP 7  aa transporter Amino acid transporter 
Ta_S22377742 HMT 7 2 
aa metabolism:methionine 
metabolism 
 homocysteine S-methyltransferase protein [EC 
2.1.1.14] 
Ta_S17890392 SHMT 7  aa metabolism:serine metabolism serine hydroxy methyltransferase [EC 2.1.2.1] 
Ta_S16058247 APR 7 2 S metabolism 
adenosine-5-phosphosulfate reductase  [EC 
1.8.4.9] 
Ta_S50378741 Sultr 7  S metabolism Sulphate transporter 
Ta_S50384131 Sultr 7 2 S metabolism Sulphate transporter 
Ta_S16058102 Sultr4;1 7 2 S metabolism Sulfate transporter 4;1  
Ta_S22373652 Sdi1 7 2 S response Sulfur deficiency induced1 
Ta_S22980914 Sdi2 7 2 S response Sulfur deficiency induced2 
Ta_S26027938 UP9A 7 1 S response  UP-9A , Response to low sulfur  
Ta_S17897343 IFR 7 2 
Oxidative response:flavonoid 
synthesis  Isoflavone reductase 
Ta_S17986475 Ta_S17986475 7 2 
Oxidative response:flavonoid 
synthesis 
2-oxoglutarate (2OG) and Fe(II)-dependent 
oxygenase superfamily protein  
Ta_S22368319 MSR 7 3 Oxidative response Methionine sulfoxide reductase 
Ta_S26025138 OPR3 7 3 Oxidative response:JA synthesis 12-oxophytodienoate reductase [EC 1.3.1.42] 
Ta_S17986414 RNR1 8  DNA replication 
ATP binding, Ribonucleoside-diphosphate 
reductase large chain 
Ta_S17988069 MCM6 8 2 DNA replication DNA replication licensing factor 
Ta_S17988603 MCM3 8  DNA replication DNA replication licensing factor  
Ta_S18010943 HMG 8 2 DNA replication:TF Transcripton factor HMG 
Ta_S32518650 RNR1 8  DNA replication 
ATP binding, Ribonucleoside-diphosphate 
reductase large chain 
Ta_S32636668 Ta_S32636668 8 2 DNA replication 
DNA methylation, DNA replication, DNA replication 
initiation, biological_process, cell proliferation, 
histone H3-K9 methylation, regulation of DNA 




Ta_S32706356 PRL 8 2 DNA replication  ATP binding, DNA binding, DNA-dependent ATPase 
nucleoside-triphosphatase nucleotide binding 
Ta_S37759259 Ta_S37759259 8 2 DNA replication 
DNA methylation, DNA replication, 




HMG 8 2 DNA repiclation:TF 
Transcripton factor HMG 
Ta_S12930860 Ta_S12930860 8 2 DNA replication 
Small nucleolar ribonucleo protein complex 
subunit 
Ta_S16227636 AGPase 8 2 CHO:starch and sucrose ADP glucose pyrophosphorylase [2.7.7.27] 
Ta_S17893552 RPL18 8 2 Translation  Ribosomal protein L18 
Ta_S16221292 Ta_S16221292 9  unknown Unknown 
Ta_S17893255 Ta_S17893255 9 3 Protein trafficking:Golgi organization saposin-like type B 
Ta_S12922866 PDIL 9 2 Protein processing Disulfide isomerase-like protein  
Ta_S12923284 PDIL 9 2 Protein processing Disulfide isomerase-like protein  
Ta_S12923285 PDIL 9 2 Protein processing Disulfide isomerase-like protein  
Ta_S12982481 RPL14 9  Translation Ribosomal protein L14p/L23e family protein  
Ta_S13172511 PFP 9 2 CHO:glycolysis 
Pyrophosphate-dependent 6-phosphofructo-1-
phosphotransferase  [EC2.7.1.90] 
Ta_S16631388 RPL3B 9  Translation ribosomal protein L3 
Ta_S17972266 RPL3B 9  Translation ribosomal protein L3B 
Ta_S18009361 PFK 9 2 CHO:glycolysis Phosphofructokinase [EC 2.7.1.11] 
Ta_S24513428 RPL14 9 2 Translation  Ribosomal protein L14 
Ta_S32564154 ALT 9 2 aa metabolism Alanine transaminase [EC:2.6.1.2] 





10  TF 
Transcripton factor EREBP 
Ta_S12938993 Ta_S12938993 10 3 unknown Unknown 
Ta_S12941371 HCP 10  Cystein-rich  Histidine-containing phosphotransfer protein 




Ta_S16057933 CBL 10  S metabolism 
cystathionine beta-lyase [EC 4.4.1.8], in Cysteine 
and methionine metabolism 
Ta_S17985288 CPDW-II 10  Protein processing 
Serine carboxypeptidaseII-1 [EC3.4.16.6], 
Preferential release of a C-terminal arginine or 
lysine residue 
Ta_S32554153 APSK 10 3 S metabolism 
 adenosine-5-phosphosulfate (APS) kinase 
[EC:2.7.1.25], catalyzes the phosphorylation of APS 
to 3'-phospho-APS (PAPS) and competes with APS 
reductase to partition sulfate between the primary 
and secondary branches of the sulfur assimilatory 
pathway 
Ta_S32645960 Ta_S32645960 10  unknown 
Galactose oxidase/kelch repeat superfamily 
protein 
Ta_S37826290 TPI 10  CHO: glycolysis 
 Triosephosphate isomerase [EC 5.3.1.1], catalyzes 
the reversible interconversion of the triose 
phosphate isomers dihydroxyacetone phosphate 
and D-glyceraldehyde 3-phosphate in the glycolysis 
pathway. 





Supplemental Figure 1. HPLC chromatograms of glutenins and the relative proportion of glutenin fractions (inserted figures) in mature wheat 
grains grown under four combinations of N and S supply. The four treatments were NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- 
(15 mM N and 0.02 mM S), and N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). The peaks corresponding to high- (Dy12, 
By9, Dx2, Bx7, and Ax2*) and low-molecular weight (LMW6,7,a,b,c...) glutenin subunits were indicated. 
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Supplemental Figure 2. HPLC chromatograms of gliadins and the relative proportion of gliadin fractions (inserted figures) in mature wheat grains 
grown under four combinations of N and S supply. The four treatments were NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 
mM N and 0.02 mM S), and N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). The peaks corresponding to ω5-, ω1,2-, α/β-
, and γ-gliadins were indicated. 
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Supplemental Figure 3. Gene expression and rate of accumulation of LMW-GS (A, B, C) and 
HMW-GS (D, E, F) versus thermal time after anthesis for wheat grains grown under three 
combinations of N and S supply. The three  treatments were NS- (3 mM N and 0.02 mM S), 
N+S- (15 mM N and 0.02 mM S), and NS (3 mM N and 2 mM S). Data are means ± 1 SE (n = 2 
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Supplemental Figure 4. Gene expression and rate of accumulation of gliadin fractions versus 
thermal time after anthesis for wheat grains grown under three combinations of N and S 
supply. The three  treatments were NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 
mM S), and NS (3 mM N and 2 mM S). Results of ω5-gliadin were presented in the panels A, 
B, and C, ω1,2-gliadin in D, E, and F; α/β-gliadin in G, H, and I; γ-gliadin in J, K, and L. Data are 
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Supplemental Figure 5. Mass of free amino acids per grain versus thermal time after anthesis 
for wheat grains grown under four combinations of N and S supply. The four  treatments were 
NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 mM S), and 
N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). Data are means ± 1 
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Supplemental Figure 6. Mass of primary metabolites versus thermal time after anthesis for 
wheat grains grown under four combinations of N and S supply. The four treatments were NS 
(3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 mM S), and 
N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). GSSG and GSH 
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Supplemental Figure 7. Correlation of gene expressions determined by microarray and qPCR 
for wheat grains grown under four combinations of N and S supply. The four  treatments were 
NS (3 mM N and 2 mM S), NS- (3 mM N and 0.02 mM S), N+S- (15 mM N and 0.02 mM S), and 
N+S-/N+S (shift at mid-grain filling from N+S- to 15 mM N and 2 mM S). The Pearson's 
correlation coefficient r and  the P value were also indicated in each figure.  
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CONCLUSION PUBLICATION 4 
Dans cette partie de l’étude, nous avons constaté que, indépendamment de la phase de 
développement et des niveaux d’approvisionnement en N et S, il existe une relation 
allométrique entre la teneur du grain en PR pauvres en S et l’N total du grain. Il existe 
également une relation allométrique entre la teneur du grain en PR riches en S est et le S total 
du grain. Ceci suggère que le contrôle de la synthèse des PR repose sur un mécanisme de 
régulation élaboré et étroitement lié aux teneurs totales du grain en N et S. Il semble que la 
teneur total en PR du grain en conditions de carence S soit maintenu par un ajustement, 
promouvant la synthèse des PR pauvres en S au détriment de la synthèse des PR riches en S. 
Nous avons tout d'abord montré que les vitesses d’accumulation des différentes fractions de 
PR dépendent directement du niveau d'expression des gènes correspondant, et ce de manière 
indépendante des conditions (développementales, ou nutritionnelles). La logique biologique 
pour des protéines sans turn‐over (qui s'accumulent) telles que les PR nous impose de 
comparer la quantité de transcrits à un instant t non pas à la quantité de PR, mais à leur vitesse 
d'accumulation. Les résultats montrent que la vitesse instantanée d’accumulation des PR est 
proportionnelle à la quantité de transcrits. La pente de ces relations permet d’estimer 
l’efficacité de la traduction pour les différentes fractions de PR. Cette efficacité de traduction 
est comparable pour LMW‐GS et HMW‐GS, ainsi que pour les ‐gliadines, mais est 200 et 300 
plus importante pour les 5‐gliadines et les 1,2‐glidaines, respectivement, et 5 fois plus 
faible pour les ‐gliadines. Ces différences d’efficacité de la traduction pourraient être 
expliquées par les différences de séquence des ARNm et la disponibilité en certains ARNt (i.e. 
par l’utilisation des codons), comme cela a été montré pour les PR (zéines) du grain de maïs 
(Hamilton & Mascarenhas, 1991) ou pour d’autres protéines chez des algues (Campbell & 
Gowri, 1990). 
L’inférence de réseau est ici appliquée dans une approche systémique et nous permet 
notamment d’observer un lien entre MYBS3, un FT impliqué dans le réseau élaboré par Rubio-
Somoza et al. (2006a, et 2006b) et la vitesse d’accumulation des gliadines α/β. Dans ce même 
réseau, les FT FUSCA3 et MCB1 étaient liés à des protéines riches en cystéine et des 
inhibiteurs de trypsine/alpha-amylase. FUSCA3 est un régulateur clé du développement de la 
graine d’A. thaliana (Wang & Perry, 2013) et son orthologue, tout comme MCB1 font partie 
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chez l’orge, du réseau élaboré par Rubio-Somoza et al. (2006). Ces observations font de ces 
FT de bons candidats pour des expériences de caractérisation fonctionnelle. 
La cinétique de la teneur en méthionine libre n’a pas été altérée par les niveaux 
d’approvisionnement en N et S. En revanche, deux gènes (homocystéine S-méthyltransférase 
et cystathionine beta-lyase) impliqués dans la biosynthèse de la méthionine et de la cystéine 
sont surexprimés en conditions de carence en S, expliquant l'homéostasie de la teneur en 
méthionine. Nous suggérons que le métabolisme du grain donne la priorité à l'utilisation de 
S pour la biosynthèse de méthionine et cystéine afin de maintenir la teneur en PR riches en 
S, et ce au détriment d'autres molécules contenant du S. Cette hypothèse est étayée par la 
diminution de glutathion observée en conditions de carence en S. Le réajustement du 
métabolisme des acides aminés ne se limite pas aux acides aminés riches en S. Nous avons 
observé que l’asparagine est l’acide aminé dont la biosynthèse est la plus augmentée par la 
carence en S.  
Nos résultats soulignent l'importance des analyses incluant une dimension temporelle afin de 
mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la réponse à la disponibilité en N et S. 
Nous avons par exemple constaté que les grains ont été capables de maintenir les teneurs en 
différents acides aminés pendant les stades précoces de développement du grain 
indépendamment des niveaux d’approvisionnement en N et S et ce jusqu’au milieu de la 
phase de remplissage du grain. C’est également à ce stade de développement du grain que la 
plupart des PR ont cessé de s’accumuler dans des conditions de carence en S. Ces résultats 
évoquent une étape critique dans la réponse du grain à la carence en S, ce qui pourrait aider 
à optimiser les apports en engrais au champ. 
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CONCLUSION 
La biologie des systèmes permet aujourd’hui de conceptualiser l’organisation cellulaire 
(Oltvai et barabasi, 2002), d’en discuter en partant des molécules, en passant par les modules 
pour finir par l’organisation globale des réseaux de régulation (approche ascendante ou 
« bottom-up ») ou au contraire, en partant d’un réseau global pour aller jusqu’aux molécules 
individuelles (approche descendante ou « «top-down »). Quelle que soit l’approche 
analytique choisie, il faut garder à l’esprit que la structure, la topologie, la robustesse et la 
fonction du réseau représentant le système sont profondément interdépendantes. La plupart 
des fonctions cellulaires sont portées par des groupes de molécules organisées en modules 
fonctionnels. Ces modules ne sont pas isolés les uns des autres et se chevauchent ou 
communiquent au sein d’un réseau ordonné. La structure organisationnelle du réseau global 
a été formée au cours de l’évolution et est en grande partie conservée entre les espèces. Le 
domaine de l’inférence de réseaux et le développement des techniques d’acquisition de 
données biologiques offrent aujourd’hui la possibilité d’étudier ces réseaux dans leur 
ensemble. Des résultats récents (Prill et al., 201) ont montré que les performances des 
différentes méthodes varient largement en fonction des espèces et systèmes étudiés. Cela 
tend à montrer que leur performance dépend plus du contexte de leur implémentation que 
de leur qualité intrinsèque. Il n’existe aujourd’hui aucune méthode capable d’élucider 
entièrement et sans erreur le système complexe qu’est la cellule. Les carences et biais des 
différentes méthodes peuvent être atténués par l’intégration de résultats d ‘inférence 
provenant de plusieurs méthodes complémentaires dans des réseaux « communautaires ».  
Les travaux mis en œuvre dans cette thèse rentrent dans le cadre de la biologie des systèmes, 
qui est surement l’approche théorique la plus adaptée à l’étude de la régulation de la 
synthèse des PR. L’impact des disponibilités en N et S a été mis en évidence. D’un point de 
vue méthodologique, ces travaux ont permis de mettre en place des outils adaptés à l’analyse 
des données. Tout d’abord le développement d’une base de données permet aujourd’hui 
d’annoter, par homologie, rapidement un grand nombre de gènes de blé. En outre, l’approche 
d’inférence de réseaux qui a été développée permet de définir un nombre presque infini de 
sémantiques et d’inférer ainsi des réseaux dans un même cadre global. L’objectif suivant 
étant donc de définir un ensemble de prédicats répondant aux objectifs biologiques et 
adaptés aux données dans le contexte d’une étude spécifique.  
L’utilisation de ces deux outils a permis d’élargir nos connaissances sur le transcriptome du 
grain de blé, sur les FT du blé et sur les liens entre les métabolismes en interaction avec la 
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synthèse des PR. De plus, les outils méthodologiques développés peuvent être mis à profit 
dans de futures études. Notons également que l’approche d’inférence de réseaux développée 
au cours de ce travail peut être utilisée dans le cadre d’études très diverses. 
Nos travaux ont concrètement permis d’établir un atlas de l’expression des gènes et des FT 
du blé. Ainsi, la spécificité spatiale de l’expression de certains FT permet d’en faire des 
candidats sérieux pour la suite des études. Il est admis que les FT sont des protéines 
d’importance particulière de par leur fonction de régulation de l’expression de leurs gènes 
cibles. Dans le contexte de nos recherches ces FT sont d’une importance particulière s’ils sont 
spécifiques du grain de blé et s’ils répondent aux niveaux de disponibilité en N et en S. 
L’identité des organes de la plante est portée par leur signature transcriptionnelle (Schmid et 
al., 2005 ; Aceituno et al., 2008 ; Libault et al., 2010) nous avons ici mis en évidence qu’elle 
était avant tout véhiculée par le transcriptome des FT. 
Différentes études chez les céréales ont également mis en avant la reprogrammation 
transcriptomique qui a lieu entre les grandes phases de développement du grain (Wan et al., 
2008 ; Drea et al., 2005 ; Capron et al., 2012). Nous avons ici montré que la reprogrammation 
qui intervient entre ces phases de développement était également véhiculée par le 
transcriptome des FT. Nous avons également montré qu’il n’existe pas de bouleversement de 
cette reprogrammation dans nos gammes d’approvisionnement en N et en S. Nos résultats 
suggèrent plutôt qu’une délicate régulation des métabolismes du S, des PR et des acides 
aminés permet de maintenir une homéostasie de la teneur totale du grain en S. 
Des études récentes ont montré que l’apport de S au stade de l'émergence de l’épi peut 
empêcher la carence en S à des stades de développement ultérieurs (Zorb et al, 2009 ; 
Steinfurth et al, 2012). Dans cette thèse, nous avons montré que l'apport de S à 490°Cj après 
la floraison (c'est à dire peu de temps avant le stade critique de l’effet de la carence en S que 
nous avons identifié) peut également atténuer efficacement la carence en S. Ce changement 
dans l’approvisionnement en S conduit à une récupération rapide du S total, que ce soit au 
niveau des PR riches en S ou d’autres métabolites importants (glutathion, citrate, et acides 
aminés libres). De plus, cet effet du S apporté au milieu de la phase d’accumulation 
s’accompagnait de changements dans l'expression d’un transporteur de S et du métabolisme 
des acides aminés. Ainsi, les transporteurs de S semblent être de bons candidats pour 
expliquer la récupération rapide d’un métabolisme du S normal. Il a été mis en évidence que 
leur expression peut répondre à la disponibilité en S en quelques heures (Smith et al., 1997), 
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ainsi nos travaux suggèrent que le grain de blé possède un mécanisme efficace de détection 
du niveau de S et que celui-ci régule finement le transport et le métabolisme du S. 
Comme nous pouvions imaginer, la carence en S a un effet important sur le métabolisme du 
S dans nos études. Trois transporteurs du S et une enzyme de type adénosine phosphosulfate 
réductase, un régulateur central du métabolisme du S, étaient fortement sur-exprimés lors 
de la carence en S. Cette activation combinée du transport et du métabolisme du S est plutôt 
bien identifiée dans la littérature (Maruyama-Nakashita et al., 2003 ; Nikiforova et al., 2003). 
L'activation de ces voies pourrait améliorer l'absorption du S et compenser en partie la 
carence, faisant de ces gènes de bons candidats pour la suite du travail. 
L'effet de la carence en S sur le rapport entre les PR riches et pauvres en S était déjà bien 
documenté pour le grain de blé mature (Wieser et al., 2004; Zorb et al., 2009), la réponse de 
la composition en PR à l’approvisionnement en S au cours du développement du grain est en 
grande partie inconnue. Ici, nous avons constaté qu’indépendamment de la phase de 
développement et de l’apport en N et en S il existe une relation allométrique entre la teneur 
en PR pauvres en S et la teneur totale en N du grain. D’un autre côté, il existe une relation 
allométrique entre la teneur en PR riches en S et la teneur totale en S du grain. 
Physiologiquement, ceci suggère que le contrôle de la synthèse des PR repose sur un 
mécanisme de régulation réajustant la composition en PR afin de maintenir la teneur totale 
en PR du grain en fonction de la disponibilité en N et en S. 
Nous avons également constaté des corrélations significatives entre l'expression des gènes 
codant pour les PR et les vitesses d’accumulation des protéines (à l’exception des γ-gliadines). 
Ceci suggère que la régulation transcriptionnelle explique au moins en partie, les 
changements observés dans les vitesses d'accumulation de ces fractions de PR en réponse à 
la disponibilité en N et en S. La valeur de la pente de la relation pour les ω-gliadines (qui ne 
contiennent pas de S) était beaucoup plus grande que celle des LMW-GS, HMW-GS, et α/β-
gliadines, suggérant une grande différence d’efficacité de traduction qui pourrait être 
expliquée par la disponibilité en acides aminés soufrés. 
Globalement, nous confirmons l’interaction entre les métabolismes du N et du S, et notons 
que ce sont principalement les changements du rapport N:S qui entrainement les plus grands 
réarrangements métaboliques, plutôt que leur disponibilité absolue.  
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PERSPECTIVES 
Les variétés de blé cultivées actuellement nécessitent des apports importants d’intrants afin 
d’atteindre leur potentiel de rendement tout en maintenant une teneur en PR compatible 
des industries de transformation. Au vu du cout de ces fertilisants (supérieur à 1€/kg), la perte 
financière est significative, il faut y ajouter la perte d’énergie indispensable à leur production. 
De même, les retombées environnementales sont importantes et les pays développés 
s’accordent sur la nécessité d’utiliser tous les leviers possibles afin d’inciter les pays 
producteurs à diminuer l’utilisation d’intrants. Dans ce contexte, un certain nombre de 
projets à travers le monde visent à étendre nos connaissances sur les mécanismes 
moléculaires impliqués dans l’efficacité de l’absorption, de l’assimilation et de l’utilisation du 
N et du S (Foulkes et al., 2009). 
Les résultats du travail de thèse confirment globalement l’intérêt d’utiliser une approche 
systémique et de prendre en compte l’interaction entre les métabolismes de l’N et du S. Mon 
travail pourrait être approfondi, notamment grâce aux possibilités qu’offre l’approche 
d’inférence de réseaux utilisée. En effet un nombre réduit de sémantiques a été utilisé dans 
ce travail. L’utilisation de nouvelles sémantiques pourrait permettre de mettre en évidence 
des liens encore non identifiés au sein de nos données. 
Des études récentes sur des espèces étroitement liées au blé soulignent le taux relativement 
élevé de modularité des FT, capables de se lier à un large éventail de promoteurs de gènes 
(Mitsuda et al., 2010 ; Ou et al., 2011). Ces résultats suggèrent que les FT peuvent fonctionner 
comme des interrupteurs contrôlant des réseaux de gènes spécifiques de certains organes, 
certains stades de développement ou certaines conditions. En outre, il semble que le nombre 
de FT liés au promoteur d’un gène dans certaines conditions soit sensiblement inférieur à ce 
que l’on pourrait attendre en s'appuyant exclusivement sur nos connaissances des motifs de 
liaison à l’ADN. Il est donc non seulement important d'étudier les « master-régulateurs » 
principaux, mais aussi des réseaux plus spécifiques et leur dynamique. Ici, nous avons identifié 
des FT susceptibles d'être impliquées dans la réponse du grain à la disponibilité en N et S, il 
serait intéressant de les étudier par des approches plus fonctionnelles et d’identifier à quel 
niveau des cascades de signalisation ils interviennent.  
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RESUME  
Titre : Inférence et analyse des réseaux de régulation de la synthèse des protéines de réserve du grain de 
blé tendre (Triticum aestivum L.) en réponse à l’approvisionnement en azote et en soufre. 
La teneur et la composition en protéines de réserve du grain de blé tendre (Triticum aestivum L.) sont les principaux 
déterminants de sa valeur d’usage et de sa qualité nutritionnelle. La composition en protéines de réserve du grain est 
déterminée par la teneur en assimilâts azotés et soufrés par grain via des lois d’échelle qui pourraient être les propriétés 
émergentes de réseaux de régulation. Plusieurs facteurs de transcription intervenant dans cette régulation ont été mis 
en évidence, mais les voies et mécanismes impliqués sont encore très peu connus. Le constat est identique en ce qui 
concerne l’impact de la nutrition azotée et soufrée sur ce réseau de régulation. Le développement des outils de 
génomique fonctionnelle et de bioinformatique permet aujourd’hui d’aborder ces régulations de manière globale via 
une approche systémique mettant en relation plusieurs niveaux de régulation. L’objectif du travail présenté est 
d’explorer les réseaux de régulation –omiques impliqués dans le contrôle de l’accumulation des protéines de réserve 
dans le grain de blé tendre et leur réponse à l’approvisionnement en azote et en soufre. Une approche d’inférence de 
réseaux basée sur la découverte de règles a été étendue, implémentée sous la forme d’une plateforme web. L’utilisation 
de cette plateforme a permis de définir des sémantiques multiples afin d’inférer dans un cadre global, des règles 
possédant différentes significations biologiques. Des facteurs de transcription spécifiques de certains organes et 
certaines phases de développement ont été mis en évidence et un intérêt particulier a été apporté à leur position dans 
les réseaux de règles inférés, notamment en relation avec les protéines de réserve. Les travaux initiés dans cette thèse 
ouvrent un champ d’investigation innovant pour l’identification de nouvelles cibles de sélection variétale pour 
l’amélioration de la valeur technologique et de la qualité nutritionnelle du blé. Ils devraient ainsi permettre de mieux 
maîtriser la composition en protéines de réserve et ainsi produire des blés adaptés à des utilisations ciblées ou carencé 
en certaines fractions protéiques impliquées dans des phénomènes d’allergénicité et d’intolérance du gluten, ce dans 
un contexte d’agriculture durable et plus économe en intrants. 
Mots clés : Blé tendre, Triticum aestivum (L.), grain, protéines de réserve, –omique, inférence de réseaux, azote, 
soufre. 
ABSTRACT  
Title: Inference and analysis of regulatory networks involved in wheat (Triticum aestivum L.) grain storage 
protein synthesis and their response to nitrogen and sulfur supply. 
Grain storage protein content and composition are the main determinants of bread wheat (Triticum aestivum L.) end-
use value. Scaling laws governing grain protein composition according to grain nitrogen and sulfur content could be the 
outcome of a finely tuned regulation network. Although it was demonstrated that the main regulation of grain storage 
proteins accumulation occurs at the transcriptomic level in cereals, knowledge of the underlying molecular mechanisms 
is elusive. Moreover, the effects of nitrogen and sulfur on these mechanisms are unknown. The issue of skyrocketing 
data generation in research projects is addressed by developing high-throughput bioinformatics approaches. Extracting 
knowledge on from such massive amounts of data is therefore an important challenge. The work presented herein aims 
at elucidating regulatory networks involved in grain storage protein synthesis and their response to nitrogen and sulfur 
supply using a rule discovery approach. This approach was extended, implemented in the form of a web-oriented 
platform dedicated to the inference and analysis of regulatory networks from qualitative and quantitative –omics data. 
This platform allowed us to define different semantics in a comprehensive framework; each semantic having its own 
biological meaning, thus providing us with global informative networks. Spatiotemporal specificity of transcription 
factors expression was observed and particular attention was paid to their relationship with grain storage proteins in 
the inferred networks. The work initiated here opens up a field of innovative investigation to identify new targets for 
plant breeding and for an improved end-use value and nutritional quality of wheat in the context of inputs limitation. 
Further analyses should enhance the understanding of the control of grain protein composition and allow providing 
wheat adapted to specific uses or deficient in protein fractions responsible for gluten allergenicity and intolerance. 
Keywords: Wheat, Triticum aestivum (L.), grain, storage proteins, –omics, network inference, nitrogen, sulfur. 
 
